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Los grandes avances científicos en las dos últimas décadas en el campo de la 
Nanociencia han propiciado el interés por la utilización de los nanomateriales (NMs) en 
diversas áreas. Uno de los campos en el que se presume que estos NMs van a tener una 
gran aplicación es el de la Biomedicina. Las propiedades fisicoquímicas únicas que 
presentan estos sistemas los hace prometedores no solo en terapias, donde se tratan 
de aplicar como sistemas de distribución controlada de fármacos o agentes 
fototérmicos, sino también en diagnóstico, debido a sus propiedades como agentes de 
contraste en imagen. Todo ello ha dado lugar a una nueva disciplina, la Teragnóstica.  
Sin embargo, antes de que esto sea posible será necesario superar algunas barreras, 
siendo una de las más importantes, el conocimiento y control de la interfase entre los 
NMs y los sistemas biológicos, lo que ha venido en llamarse, interfase nano-bio. Es, 
precisamente, en este aspecto, donde se centra la presente Tesis Doctoral. 
A la vista de las evidencias recientes sobre la existencia de la corona de proteínas, la 
película de material biológico, fundamentalmente proteínas, que rodean a los NMs, 
cuando se ponen en contacto con los sistemas biológicos, parece interesante abordar el 
estudio de la formación, estructura, función e interacciones que muestran estas 
entidades. 
Los estudios que se presentan en esta memoria están basados en nanopartículas de 
oro de diferente tamaño y forma. La elección de oro como material de base se hace por 
su biocompatibilidad contrastada y su capacidad para generar NMs de diversa 
morfología. Una primera cuestión a tener en cuenta antes de buscar aplicaciones es 
conocer el comportamiento de los NMs sintetizados en medios acuosos, enfocando 
principalmente en la estabilidad de las dispersiones que forman. El material prístino que 
se obtiene se encuentra protegido por una capa molecular o película cuya naturaleza 
depende de la metodología de síntesis empleada. Este punto marca la necesidad de 
dotar a estos NMs de la capa molecular funcional apropiada que, en la mayoría de los 
casos y por diversas razones, no es la que poseen en tal estado prístino. 
Así, la segunda cuestión que se aborda en el presente trabajo es la funcionalización 
superficial de los NMs con las películas moleculares adecuadas y la caracterización de 
las mismas tanto estructuralmente como desde el punto de vista de la estabilidad que 




La tercera cuestión que se plantea es el estudio de la formación y caracterización de 
la corona de proteínas que se puede establecer con los NMs obtenidos. Para ello, se ha 
utilizado la proteína hemoglobina, tanto por su presencia en el fluido sanguíneo, como 
por sus propias características fisicoquímicas. 
El enfoque de este estudio se hace desde un punto de vista fisicoquímico, contando 
para ello con un abanico de metodologías de síntesis y funcionalización y de técnicas 
instrumentales que van desde la microscopia a las espectroscópicas, así como las 






The great scientific advances in the last two decades in the field of Nanoscience have 
led to the interest in the use of nanomaterials (NMs) in various areas. One of the fields 
in which these NMs are going to have a great application is that of biomedicine. The 
unique physicochemical properties presented by these systems make them promising 
not only in therapies, where they try to apply as controlled distribution systems of drugs 
or photothermic agents, but also in diagnosis, due to their properties as contrast agents 
in image. All this has given rise to a new discipline, the Theragnosis. 
However, before this is possible, it will be necessary to overcome some barriers, 
being one of the most important, the knowledge and control of the interface between 
the NMs and the biological systems, what has come to be called, nano-bio interface. It 
is precisely in this aspect, where the present Doctoral thesis is focused. 
In view of the recent evidence about the existence of the protein corona, the film of 
biological material, mainly proteins, that surround the NMs, when they come into 
contact with biological systems, it seems interesting to study the formation, structure, 
function and interactions that these entities can show. 
The studies presented in this Thesis are based on gold nanoparticles of different size 
and shape. The choice of gold as base material is made by its proven biocompatibility 
and its ability to generate NMs of diverse morphology. A first issue to consider before 
looking for applications is to know the behavior of the NMs synthesized in aqueous 
media, focusing mainly on the stability of the dispersions they form. The pristine 
material, that is obtained, is protected by a molecular layer or film whose nature 
depends on the synthesis methodology used. This point marks the need to endow these 
NMs with the appropriate functional molecular layer, which, in most cases and for 
various reasons, is not what they possess in such a pristine state. 
Thus, the second issue addressed in the present work is the surface functionalization 
of the NMs with the appropriate molecular films and the characterization of them, both 
structurally and from the point of view of the stability that confers NMs in solution. 
The third question that arises is the study of the formation and characterization of 




hemoglobin protein has been used, both for its presence in the bloodstream and for its 
own physicochemical characteristics. 
The focus of this study is from a physicochemical point of view, counting with a range 
of methodologies of synthesis and functionality and instrumental techniques ranging 
























 Interfase nano-bio 
Desde sus comienzos, la Nanociencia y la Nanotecnología han generado resultados 
prometedores que involucran la aplicación de los nanomateriales (NMs) en diversos 
campos como son la medicina, terapias y el biosensado, lo que ha dado lugar al campo 
emergente de la Nanomedicina.1  
La mayor barrera en el progreso de este campo ha sido el desconocimiento de las 
propiedades de la interfase entre los NMs y el medio biológico. Aunque la conjugación 
biomolecular a nanopartículas presenta gran dificultad,2, 3 un reto mucho más complejo 
es conocer lo que ocurre cuando los NMs se introducen en el medio biológico. Así, la 
interacción entre NMs y fluidos o membranas biológicas tiene lugar tan pronto como 
estos se ponen en contacto. De esta manera se produce lo que se conoce en la literatura 
como interfase nano-bio.4  
Esta interfase comprende tres componentes dinámicos que interaccionan entre sí:  
i) la superficie del NM, cuyas características están determinadas por su composición.  
ii) la interfase sólido/líquido y los cambios que tienen lugar cuando la nanopartícula 
interacciona con los componentes del medio que la rodea. 
iii) la zona de contacto de la interfase sólido/líquido con los sustratos biológicos.2 
Estas interacciones están presentes en todos los ensayos tanto in vivo como in vitro 
en los que intervienen NMs.5, 6 
 Corona de proteínas  
La exposición de NMs a fluidos que contienen proteínas y otras biomoléculas 
provoca la adsorción inmediata de parte de éstas formando una nube de proteínas 
agregadas conocida como corona de proteínas.7 La corona de proteínas y la adsorción 
no específica se han identificado como efectos colaterales negativos. Aunque este 
efecto se ha observado en la escala macroscópica, manifestándose como un deterioro 
superficial de implantes, catéteres y otros dispositivos médicos, el problema alcanza una 
dimensión superior cuando se trata de sistemas en la escala nanométrica. El aspecto 
fundamental a tener en cuenta es que cuando el tamaño del sistema disminuye a esta 
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escala, el fenómeno de adsorción cambia drásticamente a causa del aumento de la 
relación superficie/volumen. Todo ello puede alterar las propiedades superficiales de 
los NMs y, por tanto, las funciones para las que han sido diseñados inicialmente. El 
control de las interacciones que permiten el reconocimiento específico de NMs es 
sofisticado y solo es alcanzable en entornos de menor complejidad que los biológicos. 
Además, las propiedades de una corona de proteínas son imposibles de predecir, ya que 
su estructura es compleja y mantiene su integridad por un balance entre numerosas 
interacciones débiles. Por ejemplo, NMs cargados negativamente pueden unir proteínas 
cargadas negativamente porque las distribuciones de carga en proteínas no son 
uniformes, de manera que este problema no se puede simplificar y reducirlo a la 
atracción o repulsión entre cargas netas. Además, los tipos de interacciones 
responsables de la formación de la corona son variadas incluyendo, no solo las 
electrostáticas, sino también las Van der Waals, hidrofóbicas y enlaces de H, entre otras. 
La composición de esta corona se cree que depende de los diferentes entornos 
biológicos que atraviesa el NM, así como de aquel en el que finalmente permanece.8, 9 
Por tanto, las capas de proteína adsorbida que se forman mientras los NMs se mueven 
de un medio biológico a otro evolucionan cuando la concentración de proteína y la 
composición del medio cambian (Figura 1). Se acepta que, parte de las proteínas que 
forman la corona pueden permanecer por un tiempo relevante en la superficie (corona 
hard),10 posiblemente evitando la adsorción de otras moléculas. Otras proteínas en 
cambio, se intercambian dinámicamente con las que se encuentran en disolución 
(corona soft).11 Sin duda, el conocimiento actual sobre el intercambio dinámico en 
respuesta a los cambios en la composición del medio es aún muy limitado.12  
Investigaciones recientes han mostrado que las proteínas del mismo tipo no se unen 
con la misma afinidad en la corona, sino que muestran un gradiente en la fuerza de unión 
9, 13-15 y que, al cambiar propiedades del NM, tales como su química superficial, tamaño, 
forma y naturaleza, se altera la composición de la corona.10, 13, 15, 16 
 




Figura 1. AuNP-corona de proteínas en un fluido biológico. 
 
Debido al papel relevante que la evolución de la corona juega en la forma en que el 
NM interacciona con los sistemas biológicos es crucial, para cualquier aplicación 
biológica, entender cómo ocurren los procesos de adsorción e intercambio de proteínas 
en la corona.17 Así, mientras que la comunidad científica dedicada al estudio de la corona 
de proteínas ha empezado la transición desde la mera identificación de las proteínas 
adsorbidas al entendimiento de las respuestas fisiológicas que se originan debido a la 
presencia de esta, aún no se conoce completamente cómo pueden conjugarse las 
afinidades de adsorción de proteínas, las concentraciones relativas y la química 
superficial a la propia composición de la corona y a los posibles cambios estructurales 
de las proteínas que la componen.18 
El campo de la nano-biotecnología ignoró durante años la existencia de la corona 
de proteínas, enfocándose primariamente en el material, las propiedades de su 
superficie y la biomolécula diana a la que se dirigiría el bioconjugado. Inicialmente, se 
pensó que las interacciones débiles serían compensadas por las fuertes interacciones de 
la biomolécula con la superficie del NM. Sin embargo, ahora queda bien establecido que 
las coronas de proteínas existen y son imposibles de evitar, de manera que estarán 
presentes siempre que un NM se encuentre en contacto con un fluido biológico.19 
Aunque las investigaciones están solo en su infancia, se han hecho descubrimientos 
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clave, incluyendo el establecimiento de diferentes metodologías de estudio.20, 21 Estos 
estudios ponen de manifiesto el sorprendente resultado de que las proteínas más 
abundantes en el suero no son las más abundantes en la corona alrededor del NM.  
La corona puede contener muchos tipos de proteínas y en diferentes cantidades. 
Algunas de éstas, las conocidas como opsoninas, pueden ser reconocidas por el sistema 
fagocítico mononuclear y, por tanto, son rápidamente eliminadas de la sangre y 
acumuladas en el hígado y el bazo. Este hecho se ha considerado beneficioso para dirigir 
su distribución a estos órganos.22 Otras proteínas, sin embargo, pueden aumentar el 
tiempo de circulación de los NMs en la sangre y ser reconocidos por receptores 
específicos, de manera que no se produzca su rápida eliminación.23 Para prevenir la 
eliminación rápida, la superficie de los NMs se recubren a menudo con polímeros, 
siendo uno de los más utilizados el polietilenglicol (PEG).24 Esta modificación puede 
disminuir la adsorción de proteínas de la sangre, resultando en un tiempo de circulación 
relativamente largo y una baja acumulación. En contraste, para mejorar la especificidad 
en células y tejidos, la superficie de los NMs deben funcionalizarse con ligandos que 
puedan dirigirlos a células o tejidos bajo la influencia de las interacciones entre ligandos 
y receptores diana.25 Aunque se han publicado muchos trabajos con resultados 
prometedores sobre el uso de diferentes ligandos para mejorar la direccionalidad de los 
NMs, esto puede alterar las interacciones in vivo y tiene un efecto importante en su 
tiempo de circulación por la sangre, conduciendo a una acumulación menor en el sitio 
especifico. El dilema en la modificación de los NMs con ligandos es una preocupación 
actual y necesita estudiarse en profundidad.4 
Un hecho a destacar es que las proteínas en la corona podrían no mantener su 
conformación nativa.26 Se ha demostrado que estos cambios conformacionales, que a 
veces se limitan a la exposición de epítetos que estarían escondidos en la conformación 
nativa, pueden usarse como señal para la absorción especifica de estos NMs por las 
células que, de otra manera, no tendrían acceso.27 Todo esto posibilitaría hacer 
ingeniería de la corona para optimizarla y, en definitiva, ayudar a la innovación de 
nuevas terapias y aplicaciones biotecnológicas. Por tanto, la aplicación de la 
Nanotecnología en Biología y Medicina acentúa la importancia de conocer las 
interacciones de los NMs con las células y fluidos biológicos. Así, el uso de NMs como 
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plataformas de distribución controlada de fármacos requiere seguridad y precisión en 
su construcción ya que de ello depende su localización y eliminación en el cuerpo. Esto 
está determinado por las propiedades fisicoquímicas de la nanopartícula (NP) tales 
como tamaño, carga, hidrofobicidad y forma.28  
Se ha encontrado que la corona de proteínas de una partícula que migra desde un 
fluido biológico a otro lleva la huella del entorno previo.9 Este resultado sugiere que la 
ruta de entrada del NM, es decir, inhalación, inyección intravenosa o ingestión oral, 
puede influir en la composición de la corona en su circulación a lo largo de su recorrido. 
Además, las velocidades de flujo varían desde los capilares a las arterias, dando lugar a 
tensiones y enlaces de captura y pérdida asociadas con la marginación, interacción 
endotelial y extravasación de los NMs en los vasos sanguíneos.  De hecho, se ha 
demostrado que las coronas de proteínas formadas in vitro o in vivo difieren en el tipo y 
la abundancia de proteínas.29 Sin embargo, debido al reto técnico de extraer las coronas 
de proteínas, no se conoce como se desarrollan estas entidades y cómo evolucionan in 
vivo. En definitiva, la identidad biológica del NM será afectada de manera importante 
por la composición de la corona de proteínas que, por tanto, depende de la identidad 
sintética del NM 13 como del entorno fisiológico.30 En un escenario in vivo, un NM puede 
encontrar miles de proteínas de diferentes tipos. Sin embargo, ya que posee un área 
superficial finita, solo algunos cientos de diferentes tipos de proteínas estarán 
disponibles para unirse. Así, es de esperar que NMs individuales tengan coronas de 
proteínas diferentes y cabría preguntarse si estas subpoblaciones se comportarían 
también de forma diferente in vivo.31 
El avance en este campo, por tanto, requiere progresar en dos frentes. En primer 
lugar, ya que se acepta que la formación de la corona in vivo es inevitable, hay que 
reconocer su existencia y considerarla estratégicamente con el fin de encontrar 
aplicaciones. En segundo lugar, hay que abordar su caracterización con objeto de 
generar conocimiento que pueda repercutir en una mejora en el ámbito de la salud y el 
bienestar social. 
Entre los diferentes NMs que presentan propiedades físicas de interés por su 
tamaño y alta relación superficie/volumen están las nanopartículas  de oro (AuNPs), 
cuyas propiedades ópticas y fototérmicas han hecho que se consideren como nuevos 
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agentes para su uso en biosensores, distribución controlada de fármacos y tratamiento 
del cáncer.32 El control y diseño de su química superficial es un aspecto crucial para 
conferirles la especificidad y bio-compatibilidad deseadas. 
 Síntesis de NPs de oro.  
La naturaleza metálica del oro le proporciona interesantes propiedades ópticas y 
electrónicas que han hecho que sea estudiado desde muy antiguo. Según puede verse 
en el Museo Británico, los romanos ya fabricaban vidrios coloreados por incorporación 
de partículas metálicas (copa de Licurgus). La tecnología del vidrio tintado continuó 
desarrollándose en la Edad Media como fue descrito por Johann Knuckel en el siglo 
XVII.33 Tanto el púrpura de Cassius como el rubí rojo se citan en tratados como hitos en 
esta tecnología.34 Sin embargo, la primera descripción científica de la preparación de 
coloides de oro y la discusión de su “action on light” se debe a Michael Faraday 35 y el 
método para la síntesis de AuNPs cuasi-monodispersas a partir de la reducción de ácido 
cloroáurico con citrato fue descrito por primera vez en 1940 por Hauser y Lynn.36 Ya en 
la mitad del siglo XX aparecen los trabajos pioneros de Turkevich y col.37, 38 en los que se 
describe la síntesis de coloides de oro monodispersos preparados en disolución acuosa 
mediante la reducción del ácido tetracloroáurico con citrato sódico. De esta forma, 
Turkevich fue el primero en proponer el mecanismo de reducción de la sal de oro, 
investigando también la influencia de la temperatura y la concentración de reactivos. En 
los años siguientes, los estudios se enfocaron en los efectos que los diferentes 
parámetros de la reacción tienen en el tamaño de partícula y en sus propiedades 
ópticas.39 En las dos últimas décadas, el método de Turkevich ha recibido de nuevo una 
atención significativa, investigándose los efectos de los diferentes parámetros de la 
reacción ya descritos en el método clásico en relación con el tamaño, polidispersidad, 
morfología, estabilidad y concentración de las AuNPs. Se ha encontrado que estos 
parámetros afectan de forma importante a la distribución de especies reactivas en 
disolución, y que alteran las velocidades de reducción, nucleación y crecimiento, 
influyendo en el tamaño final de la partícula y su distribución de tamaños.40-47 
Contrariamente al modelo clásico de nucleación descrito por Lamer,48 Chou y Zukowski49 
demostraron que el periodo inicial de nucleación favorecería la formación de grandes 
agregados a partir de la reducción de Au(III) por citrato que se desagregarían durante el 
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curso de la reacción para producir NPs pequeñas y monodispersas. Estudios de Liz-
Marzan y col.50 muestran mediante métodos electroquímicos que ocurren cambios 
drásticos en la carga de la partícula y en el potencial redox durante la formación y 
concluyen que la reducción de Au(III) a Au(I) es la etapa determinante de la velocidad 
en ambas fases de nucleación y crecimiento. Además, como se había postulado por 
Turkevich y col.38 y a su vez demostrado por Puntes y col.,51 el periodo de inducción 
previo a la nucleación del coloide se asocia con la necesidad de formar productos de 
oxidación de citrato, tales como la dicarboxi-acetona, que actúa como agente 
quelatante multidentado que produce los clústeres de Au(I). Durante esta etapa, la 
concentración de especies de Au(I) aumenta hasta un nivel suficiente como para 
promover la desproporcionación y la consiguiente sobresaturación de átomos Au(0) en 
disolución.52 La velocidad de reducción observada en la formación de AuNPs refleja las 
tendencias en conflicto entre la reactividad dependiente del pH de las especies citrato y 
áuricas. Goia y Matijevic 53 estimaron la variación probable del potencial redox estándar 
de los diferentes complejos de Au(III) y el agente reductor dirigidos por las variaciones 
en el pH de la mezcla de reacción inicial. En base a estos estudios, Peng y col.44 
encontraron que un cambio en el pH de la mezcla era la causa de la variación en el 
tamaño de las partículas y de la velocidad de reacción global e identificaron dos caminos 
diferentes al aumentar el pH.  
 Por otra parte, los métodos basados en citrato se han usado para preparar semillas 
para su posterior utilización en el crecimiento de partículas con diferente tamaño y 
forma mediado por éstas. La discusión en la mayoría de los estudios mencionados, 
además de la investigación de la influencia de los parámetros de reacción en los 
productos finales, se ha dedicado a encontrar una explicación de cómo transcurre el 
mecanismo de nucleación y crecimiento de las NPs de oro. 54, 55 37, 40, 43-45, 47, 49, 56, 57 Así, 
se ha encontrado que un método de síntesis basado en citrato está gobernado por un 
mecanismo de crecimiento mediado por semillas, lo que se supone que es una 
coincidencia afortunada creada por un favorable juego entre los diferentes procesos 
químicos y fisicoquímicos. Además, una investigación detallada del mecanismo 
proporciona un protocolo para la síntesis de AuNPs de pequeño tamaño y altamente 
monodispersas.58 En este protocolo los aniones citrato deben usarse en su forma 
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parcialmente protonada (HCit2-), de manera que la mezcla final de reacción se encuentre 
en el intervalo de pH 5.5 a 6. La contribución más importante a una explicación de los 
procesos químicos que gobiernan la formación de las AuNPs ha puesto de manifiesto 
que hay al menos dos factores que hacen del citrato un reactivo apropiado para la 
síntesis.52, 56 Primero, el grupo hidroxilo en la posición  con respecto al grupo carboxilo 
del citrato, permite la formación de un intermedio que es la etapa determinante de la 
velocidad, formando un complejo cíclico de cinco miembros. Además, la 
descomposición del intermedio conduce a un solo producto asociado con citrato, la 
dicarboxi-acetona, que asiste a la reducción de los iones Au a través de un mecanismo 
diferente al de la etapa inicial. Se ha demostrado que el pH del medio determina la 
velocidad de reducción que, en definitiva, es la etapa determinante de la velocidad en 
la formación de las AuNPs e involucra la descarboxilación del citrato. Así, el pH 
condiciona la especie dominante de reactivo y, como consecuencia, el camino de 
reacción es diferente a cada pH. Recientemente, se ha propuesto que no solo el citrato, 
sino también otros α-hidroxicarboxilatos son capaces de reducir iones oro a oro 
atómico. Sin embargo, solo los que tienen estructuras similares al citrato y proporcionan 
similares productos de oxidación en la primera etapa de la reducción dan lugar a AuNPs 
cuasi-esféricas y monodispersas.  
La síntesis de NPs metálicas con tamaño y forma controladas ha adquirido una gran 
importancia en las últimas décadas debido a que prácticamente todas las propiedades 
que se definen dentro del régimen nanométrico dependen del tamaño y la forma de 
estas. Los métodos más comunes para controlar el tamaño emplean agentes decapantes 
que ayudan a controlar el crecimiento. En general, estos métodos conducen a la 
generación de partículas esféricas debido a la baja energía superficial asociada a esta 
forma. Los mecanismos de control de esta forma fueron estudiados por los grupos de 
El-Sayed y Reetz, encontrando que la formación de nanoestructuras con formas 
diferentes a la esférica es el resultado de la interacción específica de los agentes 
decapantes con las diferentes facetas en crecimiento de las NPs.59-61 En algunos 
procedimientos, el control en las etapas de nucleación y crecimiento se lleva a cabo 
cambiando el agente reductor o la concentración de estabilizador, permitiendo así 
controlar el tamaño y la forma de las NPs.39, 59-63  
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En síntesis de AuNPs en disolución se ha observado una nucleación inicial lenta 
seguida por una nucleación rápida asociada con un crecimiento superficial 
autocatalítico.64 De esta forma, se han obtenido NPs esféricas de diferente tamaño a 
través de una aproximación de un crecimiento mediado por semillas. Se puede usar esta 
misma estrategia de crecimiento en presencia de micelas con forma cilíndrica, para un 
control de la forma mediado por un molde. Los primeros intentos que usaron la 
reducción fotoquímica de una sal de oro en presencia de un molde micelar produjeron 
una mezcla de nanocilindros y nanohilos, además de una fracción importante de 
esferas.65 La razón posible para esta polidispersidad en forma es la dificultad de 
controlar la nucleación y el crecimiento, además del hecho de que la nucleación 
continúa produciéndose durante todo el proceso. 
La relación de aspecto (AR) de una forma se define como la longitud del eje mayor 
dividida por la del eje menor (AR = 1). Murphy et al. definen como nanocilindros 
(nanorods, NRs) los materiales que tienen una anchura de aproximadamente 1 – 100 
nm, mientras que su AR se encuentre entre 1 y 20; por otra parte, los nanohilos (NWs) 
serían materiales análogos con AR > 20.66, 67  
Los métodos de síntesis de NRs y NWs pueden clasificarse como sigue: 
a) Síntesis con moldes duros: se utiliza un molde nanoporoso (por ejemplo, una 
membrana de alúmina) como vaso de reacción para la deposición electroquímica 
del metal.68  La membrana debe unirse a un electrodo para la síntesis. La AR se 
controla por la cantidad de metal presente. Para producir nanocilindros libres, el 
molde debe disolverse. 
b) Síntesis con moldes blandos: las micelas, microemulsiones y surfactantes pueden 
también dirigir el crecimiento de los NMs anisotrópicos.69-72 En el caso del oro, 
se ha hecho muy popular la reducción electroquímica de la sal de oro en una 
celda.69 La forma cilíndrica de la micela promueve la formación de los materiales 
cilíndricos a partir de precursores iónicos. En el caso de surfactantes, la unión del 
surfactante a la cara del cristal en crecimiento ayuda al crecimiento directo de 
NR. La AR del NR resultante se puede controlar por la forma y el tamaño del 
molde micela/microemulsión y las concentraciones relativas de los precursores, 
sales y surfactantes. 
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c) Crecimiento mediado por semillas en disolución: el método para preparar NRs y 
NWs metálicos usando el crecimiento mediado por semillas fue desarrollado por 
el grupo de  C.M. Murphy en 2001.73-75 El procedimiento comienza con la síntesis 
de AuNPs esféricas por reducción química de una sal metálica con un agente 
reductor fuerte como el borohidruro sódico. El citrato está presente como 
agente decapante para evitar el crecimiento de la partícula. Así, las esferas de 
Au que se generan tienen un diámetro de entre 3-5 nm y sirven como semillas 
en las que crecen las nanoestructuras anisotrópicas. Las semillas se añaden a una 
disolución que contiene más sal metálica, un agente reductor débil (por ejemplo, 
ácido ascórbico) y un molde micelar con forma cilíndrica (bromuro de cetil-
trimetilamonio, CTAB). Las semillas sirven como soportes de nucleación para el 
crecimiento de los NRs o NWs. Bajo estas condiciones experimentales, la sal no 
se reduce a metal si las semillas no están presentes. En estos casos descritos, es 
preciso algún tipo de centrifugación o extracción para separar los cilindros de las 
esferas que permanezcan. 
En el método mediado por semillas, la nucleación y el crecimiento se separan 
temporalmente, conduciendo a uniformidad y un preciso control sobre el tamaño de la 
partícula y su AR. En 2001, Murphy y col. 73 prepararon AgNRs y AgNWs reduciendo 
AgNO3 con ácido ascórbico en presencia de semillas de Ag. El uso de CTAB como 
surfactante y distintas cantidades de NaOH promueve la formación de AgNRs, a altas 
concentraciones de NaOH, o de NWs, a bajas concentraciones de NaOH. En el caso del 
oro, en 2003, El-Sayed introdujo una síntesis coloidal de alto rendimiento (>90%) de 
AuNRs monocristalinos y monodispersos.76 Desde entonces se han descrito varias 
aproximaciones que han mejorado la calidad, alcanzando valores de hasta el 99% en el 
rendimiento de la forma.77  
La AR de los NRs se puede controlar variando la relación de semillas/sal metálica así 
como con el tiempo de espera entre las etapas de síntesis.74 Una mejora del método, 
con objeto de aumentar el rendimiento, es la adición de una cantidad de NaOH 
equimolecular con ácido ascórbico, de manera que el pH cambia de 2.8 a 3.5.78 En el 
oro, el mecanismo de crecimiento del NR involucra la adsorción preferencial de CTAB en 
las caras del cristal del eje longitudinal del NR en crecimiento.66, 79 
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Estudios previos de TEM habían puesto de manifiesto que las semillas se 
transforman inicialmente por crecimiento y agregación en cristales decaedros, el 4% de 
los cuales se alargan cuando se añade una disolución fresca de reacción, mientras que 
el resto crecen isométricamente.79 CTAB forma una bicapa en los AuNRs,80 cuya 
formación durante el crecimiento del NR es una posible fuente de “cremallera” que, una 
vez formada, asiste a la formación del NR.79 Si el crecimiento del NR se hace a pH 5.6 se 
obtiene una AR > 20, aunque en este caso aumenta la polidispersidad. La causa de estos 
efectos puede encontrarse si se tiene en cuenta que el pK1 del ácido ascórbico es 4.1. 
Así, un aumento de 2.8 a 3.1 representa un aumento significativo en la fracción de 
ascorbato presente como monoanión. Se ha encontrado que el ascorbato es, en 
realidad, el reductor en presencia de CTAB y además, que los pKs del ácido ascórbico se 
reducen por complejación con CTAB.81 Por tanto, puede postularse que el monoanión 
ascorbato se adsorbe mejor en los terminales de las facetas {111} de simetría-5 que en 
las otras facetas del NR de oro en crecimiento y es más efectivo para reducir Au(III) a los 
intermedios de Au(I). De hecho, al usar ascorbato sódico en lugar de una combinación 
de ácido ascórbico y NaOH, promueve la formación de NRs más largos. Sin embargo, el 
balance de los complejos intermedios de CTAB/ascorbato/Au(I) es muy delicado, ya que 
un aumento de pH a 5.6 no sólo conduce a mayores proporciones de NR sino también a 
un más alto grado de polidispersidad. 
Existen dos posibles mecanismos de crecimiento y, en uno de ellos, los surfactantes 
forman un molde blando que tendrá un tamaño que dependerá de la concentración de 
surfactante y de la fuerza iónica de la disolución. Al introducir las semillas en la 
disolución de crecimiento, las semillas rodeadas de surfactante se vuelven parte del 
molde blando y el crecimiento empieza al difundirse los átomos de Au a través del 
molde. El otro posible mecanismo consiste en que las semillas rodeadas de surfactante 
empiezan a crecer y los átomos que se van uniendo a la red del nanocristal se van 
protegiendo por los monómeros de surfactante que provienen de la disolución. 
Mediante TEM se observa que los NRs tienen 4 facetas 110 y que estas facetas están 
ausentes en nanoesferas.82 El surfactante se une más fuertemente en las facetas 110 
que en las otras.83 Una semilla dada necesita crecer en las direcciones X e Y para alcanzar 
la anchura y longitud del NR (asumiendo el eje largo en la dirección Z). Parece que el 
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crecimiento del NR tiene lugar en todas direcciones. El crecimiento longitudinal se 
produce paralelo a los planos 001, acompañado por la formación de 4 facetas 110 
relativamente inestables y 4 facetas 111. Una vez que la semilla crece a un tamaño 
crítico, las facetas se hacen suficientemente grandes como para que se produzca una 
unión significativa de surfactante. La velocidad de crecimiento de las diferentes facetas 
en presencia del surfactante determina la forma final de la NP. El crecimiento más lento 
en la anchura del NR es un ejemplo de la mejor protección de las facetas 110 por 
CTAB. El tamaño final depende, por tanto, del suministro de Au y de la concentración de 
surfactante. Ya que el surfactante está a muy alta concentración, el proceso continúa 
hasta que se agota el Au. 
 Propiedades ópticas de las nanopartículas de oro.  
Un gran hito en el desarrollo de la ciencia de las NPs metálicas ha sido las 
consideraciones teóricas de Mie sobre el color de los coloides metálicos y, en particular, 
de los coloides de oro.84 De esta forma, Mie explicó los colores cuantitativamente, 
resolviendo el problema fundamental de la absorción y dispersión de la luz por 
pequeñas esferas. Uno de los resultados claves del trabajo de Mie fue que los 
materiales, con valores negativos en la parte real de la función dieléctrica, mostrarán un 
pico anómalo en el espectro de absorción cuando se encuentran en forma de pequeñas 
partículas. A partir de este trabajo, numerosas investigaciones han abordado el estudio 
de las propiedades de las partículas metálicas a causa de sus inusuales propiedades 
ópticas. Mientras que el Au, Ag y Cu son muy atractivos, los metales con bandas d como 
Pt, Ir y Rh son menos interesantes desde el punto de vista óptico, aunque muestran 
propiedades catalíticas superiores.  
1.4.1. Absorción de luz por los coloides. 
En presencia de una disolución coloidal diluida que contiene N partículas por unidad 
de volumen, la atenuación, medida de la luz de intensidad Io, a través de un paso óptico 
de x cm, viene dado por: 85 
𝑑𝐼(𝑥)
𝑑𝑥
= −𝑁𝐶𝑒𝑥𝑡𝐼(𝑥)      (1) 
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que muestra que la velocidad de pérdida de fotones es proporcional a la intensidad de 
la luz a una distancia x en el medio y, también, a la densidad numérica de partículas 








     (2) 
donde Cext es la extinción transversal de una partícula. Para partículas esféricas con una 
función dieléctrica compleja dependiente de la frecuencia,  = ’ + i’’, embebidas en un 
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       (4) 
Y an y bn son los coeficientes de dispersión, que son funciones de a y  en términos de 
las funciones de Ricatti-Bessel. La extinción transversal de una partícula se normaliza 




       (5) 
Convencionalmente, en química se mide el coeficiente de extinción de una 
disolución en unidades M-1cm-1, donde la concentración del coloide es la concentración 
molar de átomo metálico. Para partículas de radio R (cm), esta cantidad está relacionada 
con Qext por: 
𝜀(𝑀−1𝑐𝑚−1) = 3 ∙ 10−3
𝑉𝑚∙𝑄𝑒𝑥𝑡
4(2.303𝑅)
    (6) 
donde Vm (cm3mol-1) es el volumen molar del metal. Bohren y Huffman han 
proporcionado aproximaciones que pueden usarse en lugar de la expansión en serie 
completa. En particular, para partículas muy pequeñas donde R << 1, solo el primer 







( ′+2 𝑚)2+ ′′2
    (7) 
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Esta ecuación puede obtenerse también a partir de argumentos puramente 
electrostáticos.86 Nótese que Cext es proporcional a R3, mientras que la densidad 
numérica disminuye con R3 para una cantidad dada de material coloidal. De aquí que el 
coeficiente de absorción sea independiente del tamaño de partícula. Esto es así para 
partículas de tamaño de hasta 30 nm, donde la dispersión empieza a ser ya significativa. 
En el otro extremo de la escala, partículas pequeñas menores de 5-10 nm en diámetro, 
las propias propiedades del material cambian, lo que resulta en cambios en la función 
dieléctrica, (ω) y, por tanto, en las propiedades ópticas del material. Un detalle curioso 
de la ecuación (7) es que no hay absorción si ’’= 0, pero tampoco si ’’= . 
Las ecuaciones anteriores relacionan la cantidad de luz dispersada o absorbida por 
una partícula esférica en una cierta disolución con las propiedades dieléctricas de la 
partícula y del disolvente. Las funciones dieléctricas son difíciles de calcular a partir de 
primeros principios y, normalmente, se usan datos experimentales en los cálculos. Sin 
embargo, en el caso de muchos metales, la absorción en la región visible y hasta la 
frecuencia del plasma masivo (en el UV cercano) está dominada por el comportamiento 
del electrón libre, y la respuesta dieléctrica se describe bien mediante el modelo clásico 
de Drude. De acuerdo con esta teoría,87 se asigna una masa libre me y una velocidad v al 
electrón dentro del metal. El electrón es acelerado por el vector campo eléctrico de la 
radiación incidente de frecuencia ω, 
𝐸 = 𝐸𝑜 ∙ 𝑒𝑥𝑝(−𝑖𝜔𝑡)      (8) 
Mientras es acelerado el electrón en el metal, experimenta colisiones con la red, 
con otros electrones y con impurezas a una velocidad proporcional a su velocidad. Estas 
colisiones reducen inmediatamente su velocidad a cero. Entonces, la velocidad 
promedio del electrón puede calcularse de manera aproximada como eE/m, donde  
es el tiempo entre colisiones. La ecuación del movimiento es, entonces: 
𝑚 ∙ 𝑥′′ + 𝛾 ∙ 𝑥′ = 𝑒 ∙ 𝐸     (9) 
El término  (= -1) representa la pérdida viscosa debida a colisiones. Esto es similar 
a la ecuación del movimiento para un oscilador armónico simple, pero con la fuerza 
restauradora llevada a cero. En un enlace químico, el desplazamiento del electrón 
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provoca una fuerza restauradora debido a la carga nuclear positiva en el ion, que 
“empuja” al electrón de vuelta hasta su longitud de enlace de equilibrio.  
En un metal, la carga nuclear esta apantallada por otros electrones de conducción 
vecinos, de manera que los electrones no experimentan fuerza restauradora. La única 
perdida es el arrastre “viscoso” del electrón cuando pierde energía a través de colisiones 
en la red, lo que da lugar a que la energía se convierta en fonones. Si se retiene la fuerza 
restauradora en las ecuaciones se ve el efecto en las conclusiones globales. Entonces, 
𝑚 ∙ 𝑥′′ + 𝛾 ∙ 𝑥′ = 𝑒 ∙ 𝐸𝑜 ∙ exp⁡(−𝜔𝑡)   (10) 






     (11) 
Aquí se ha usado ωo2=k/m y ωd=/m y, ωo es la frecuencia de resonancia del 
oscilador. Así, para una ωo  0, habrá cierta frecuencia para la que x sea mínima, cerca 
de ωo. También es importante el hecho de que por debajo de ωo, los electrones tienen 
un desplazamiento x en la misma dirección que el campo aplicado, E. Por encima de ωo, 
el desplazamiento es en dirección opuesta al campo. Si tenemos N, de tales electrones 
libres por unidad de volumen, entonces crearán un dipolo P=Nex cuando los electrones 
oscilen a la frecuencia directora de la radiación. Para un material masivo mantenido 
entre dos placas paralelas, la función dieléctrica lineal se define como: 
𝑃 = 𝜒 ∙ 𝜀𝑜 ∙ 𝐸 = 𝜀𝑜(𝜀 − 1)𝐸     (12) 
Insertando la ecuación (12) en la (11), se obtiene: 




     (13) 
Las partes real e imaginaria de la función dieléctrica pueden escribirse: 


















     (15) 
Sin embargo, para los electrones libres, ωo es cero y, para este caso especial, se 
obtiene: 
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      (17) 
 es la constante dieléctrica a alta frecuencia debido a transiciones interbanda y de 





       (18) 
en términos de N, la concentración de electrones libres en el metal y m, la masa efectiva 
del electrón. Nótese el hecho peculiar de que el electrón libre en el metal puede 
considerarse como un oscilador donde ωo=0. Esto significa que, para todas las 
frecuencias, los electrones oscilantes están fuera de fase con el campo aplicado. Esto 
resulta en que ’ será negativa en un amplio intervalo, no sólo en torno a una cierta 
frecuencia de absorción ωo. 
A partir de la ecuación (16) puede verse que, sobre el régimen completo de 
frecuencias situadas por debajo de la frecuencia del plasma masivo de un metal, ’ es 
negativo, lo que se debe al hecho de que el campo de polarización es mayor y de signo 
opuesto al campo aplicado. En una partícula metálica pequeña, el dipolo creado por el 
campo eléctrico de la onda de luz proporciona una carga de polarización superficial que 
actúa efectivamente como una fuerza restauradora para los “electrones libres”. El 
resultado neto es que la absorción de larga longitud de onda en el metal masivo se 
condensa en una única banda de plasmón superficial. 
1.4.2. Efectos del tamaño. 
Resulta que, para metales, la superficie empieza a afectar las propiedades del metal 
cuando las partículas se encuentran en el intervalo de tamaños entre 10-50 nm, y para 
un trabajo preciso de las propiedades ópticas de las NPs se debe introducir una 
corrección de la función dieléctrica para las partículas de metal pequeñas. Para un metal 
masivo, ωd es la frecuencia de relajación o amortiguamiento que se relaciona con la 
trayectoria libre media de los electrones de conducción, Rbulk, y la velocidad de los 
electrones a la energía de Fermi, vF, viene dada por: 






       (19) 
Ajustando este valor a los datos experimentales se obtienen valores de R entre 10.8 
y 37 nm para Au y, de aproximadamente 52 nm para Ag. En el modelo de Drude, esta 
longitud representa colisiones del electrón con la red (acoplamiento de fonón) y 
defectos. Cuando el radio de la partícula, R, es menor que el recorrido libre medio en el 
metal masivo, los electrones de conducción son dispersados adicionalmente por la 









      (20) 
La ecuación (20) se ha verificado experimentalmente por el trabajo de Kreibig para 
partículas de Ag y Au de hasta 2 nm.88 La ventaja del modelo de Drude es que permite 
cambios en el espectro de absorción que se interpretan directamente en términos de 
propiedades materiales del metal. De las ecuaciones (16) y (19) puede verse que 
disminuciones en el tamaño de partícula conducen a un aumento en ωd causando un 
ensanchamiento de la banda y una disminución de la intensidad máxima.  
La posición del pico no se afecta virtualmente por cambios pequeños en ωd pero, 
para grandes amortiguamientos se produce un lento desplazamiento hacia energías más 
bajas. Para partículas muy pequeñas (< 1-2 nm), la cuantización de los niveles de energía 
dentro de la banda de conducción tiene lugar cuando el carácter metálico de la banda 
empieza a desaparecer y la banda de plasmón característica de los electrones 
deslocalizados se descompone en bandas discretas debidas a transiciones ópticas de un 
solo electrón. En el caso de la plata, la cuantización resulta en un desplazamiento hacia 
el azul y una descomposición en bandas de excitación discretas en el intervalo de 260 a 
395 nm.89 En definitiva, el origen de los fuertes cambios de color mostrados por las 
pequeñas partículas recae en el denominador de la ecuación (7), que predice la 
existencia de un pico de absorción cuando: 
𝜀′ = −2𝜀𝑚⁡⁡⁡⁡⁡⁡𝑠𝑖⁡𝜀
′′𝑒𝑠⁡𝑝𝑒𝑞𝑢𝑒ñ𝑎    (21) 
Para metales esto da lugar a una nueva banda de absorción que altera el color 
dramáticamente cuando disminuye el tamaño. 
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1.4.3.  Efecto del índice de refracción del disolvente. 
Una de las consecuencias más obvias de la ecuación (21) para la banda de plasmón 
superficial es que la posición del pico se afectará por las propiedades dieléctricas del 
disolvente, m = n2, donde n es el índice de refracción del medio (no absorbente). Usando 
las ecuaciones (16) y (18) se encuentra que para pequeño ’’, la posición de la banda 
obedecerá la siguiente ecuación: 
𝜆2 = 𝜆𝑝
2(𝜀∞ + 2𝜀𝑚)      (22) 




2   
siendo p la longitud de onda del plasma masivo del metal. A partir de una 
representación de la posición de la banda observada en diferentes disolventes vs. 2m, 
pueden extraerse tanto la constante dieléctrica a alta frecuencia como la frecuencia del 
plasma masivo. La adherencia de los datos experimentales a la ecuación (22) demuestra 
que la absorción de luz por las partículas sobre la región espectral se debe a la absorción 
de los electrones de conducción, más bien que a las transiciones interbanda. Esta 
ecuación es solo una aproximación, pero trabaja bien para metales donde la transición 
interbanda no influye mucho. En el caso del oro, es necesario usar las ecuaciones de Mie 
completas y los efectos de tamaño para obtener una buena concordancia con los datos 
experimentales. Además, deberían usarse los datos dieléctricos para el material 
policristalino.  
 Plasmónica.  
Las resonancias plasmónicas en esferas pueden abarcar un intervalo de longitudes 
de onda relativamente estrecho (unas pocas decenas de nm) variando el diámetro de la 
NP, mientras que las formas anisotrópicas proporcionan un grado de libertad adicional 
que permite controlar las longitudes de onda de resonancia del plasmón yendo desde la 
zona visible hasta el IR cercano, variando la AR de las NPs.  
Las propiedades inusuales de las NPs metálicas están relacionadas con la presencia 
de plasmones fuertes en las regiones visible y NIR del espectro electromagnético. Las 
resonancias de plasmón existen en todos los metales y se refieren a la excitación 
coherente y colectiva de los electrones deslocalizados en la banda de conducción por un 
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campo electromagnético externo (EM) que actúa como fuerza directora. De forma 
similar al dibujo ilustrativo de un oscilador dirigido en mecánica clásica, aquí la 
frecuencia de la onda de luz incidente entra en resonancia con la frecuencia 
característica de los electrones libres en el metal (la frecuencia del plasma) dirigiendo el 
movimiento del electrón con la amplitud del campo de la luz. En NPs metálicas, las 
resonancias de plasmón existen en la interfase entre el metal y un dieléctrico, y son 
confinadas lateralmente debido a las dimensiones en la nanoescala de las NPs. Por ello 
son llamadas resonancias de plasmón superficial (LSPR). La longitud de onda de LSPR 
depende de la función dieléctrica tanto del metal, , como del medio que lo rodea, m, 
así como de la morfología de la NP y el número de electrones deslocalizados. 
Cuando la longitud de onda de excitación es típicamente mucho mayor que las 
dimensiones de la NP ( >> r), los modos LSPR poseen de forma dominante un carácter 
dipolar. En el caso de una esfera (isotrópica), se induce un dipolo a lo largo del vector 
campo eléctrico de la onda de luz. El momento correspondiente, µind, está determinado 
por el campo electromagnético incidente Eo(o) y la polarizabilidad  (el grado de 
facilidad con que la nube electrónica puede ser desplazada) de la NP (µind = Eo(o)).  
La situación de las NPs anisotrópicas es más compleja. Como  es un tensor, sus 
componentes pueden diferir a lo largo de los tres ejes y pueden existir varios modos de 
dipolo, dependiendo de la simetría y orientación de la NP. Esto se muestra para los NRs 
(Figura 2) que pueden acomodar dos LSPRs dipolares diferentes, llamados modo 
transverso (oscilación electrónica perpendicular al eje principal del NR) y modo 
longitudinal (oscilación electrónica paralela al eje principal). La longitud de onda del 
modo longitudinal está aquí desplazada significativamente con respecto a la del modo 
transverso, debido a su valor más alto de  (Figura2). 




Figura 2. Modos LSPR longitudinal y transversal en un NR. Espectro UV-visible-NIR. 
Las longitudes de onda de LSPR en NRs pueden sintonizarse simplemente variando 
la AR. Los espectros típicos muestran dos bandas que corresponden a los modos 
longitudinal y transverso. Mientras que la intensidad de la banda transversa es 
relativamente baja y prácticamente independiente de la AR, la LSPR longitudinal es 
mucho más intensa y fuertemente dependiente de la AR. Los modos de plasmón en NRs 
dan lugar a regiones con campos EM intensos, en la proximidad de la NP. 
Después de la excitación resonante de LSPRs fuertes, se genera en la superficie de 
la NP un campo electromagnético local aumentado (near field), Eloc(o). Este campo-
cercano se acopla con el campo incidente y reemite radiación con la misma longitud de 
onda (scattering resonante). Ya que la sección transversa de scattering es proporcional 
a 2, también el campo cercano aumenta fuertemente para NPs anisotrópicas debido a 
su  más alto, comparado con las esferas. Las NPs elongadas o aquellas con ejes y 
esquinas, tales como NRs, nano-cubos y nano-triángulos (NTs), generan fuertes campos 
cercanos concentrados en los vértices. Atrapando las cargas metálicas oscilantes en 
espacios altamente confinados, se inducen campos cercanos más fuertes. Estas áreas de 
campo cercano altamente localizadas se conocen como puntos calientes (hot-spots) 
intrínsecos. Por otra parte, los hot-spots extrínsecos, se generan cuando las NPs se 
posicionan a muy cortas distancias (1-10 nm) o en un soporte sólido. El acoplamiento de 
modos de plasmón entre NPs individuales o entre una partícula y una superficie metálica 
plana conduce a nuevos modos con campos EM altamente localizados e intensos en los 
estrechos gaps dentro de las uniones. 
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Cuando la NP se irradia bajo condiciones fuera de resonancia, el campo cercano 
resultante es significativamente más bajo y menos confinado que bajo condiciones de 
resonancia. El scattering de resonancia se hace generalmente más dominante sobre la 
absorción cuando el tamaño de la NP aumenta. Así, tanto la absorción como el scattering 
de resonancia generado por las NPs aumentan fuertemente a las longitudes de onda 
LSPR. Por tanto, la medida de extinción (la suma de absorción más scattering) en el 
campo cercano refleja la excitación LSPR y el espectro del campo cercano resultante. En 
NPs grandes o aquellas con altas AR, las LSPRs con alto carácter multipolar (modos 
longitudinales cuadripolar y hexapolar) también pueden ser excitadas.  
La eficiencia de la excitación LSPR (y de aquí la intensidad del campo cercano) se 
influye en gran medida por la constante dieléctrica del metal, (), definida como una 
función de la frecuencia angular del campo aplicado: () = ’()+i’’(). La parte real 
’() refleja cómo se polariza el material al exponerse a un campo EM externo, mientras 
que la parte imaginaria ’’() representa cómo se amortiguan el LSPR y el campo 
cercano debido a las transiciones interbanda e intrabanda, colisiones electrón-fonón y 
scattering electrónico con la superficie. La Ag exhibe pérdidas más bajas en el visible y 
en el NIR, mientras que el Au muestra significante amortiguamiento del plasmón a 
longitudes de onda por debajo de 600 nm. Estas propiedades dieléctricas hacen de la Ag 
el material de elección para aplicaciones en el visible (350-650 nm). En la práctica, sin 
embargo, el uso de NPs de Ag es limitado debido a su mayor reactividad y susceptibilidad 
a la oxidación. Por otra parte, Au es un material eminentemente inerte, de manera que 
la elección del material depende del tipo de requerimiento para cada aplicación 
especifica. 
 Surface Enhancement Raman Scattering (SERS) 
En scattering Raman, las moléculas interaccionan con un campo EM incidente, 
Eo(o), es decir, con un rayo láser intenso. Similar a los plasmones en NPs, dependiendo 
de la polarizabilidad de la molécula, se induce un dipolo oscilante que excita a la 
molécula a un estado virtual. En el dibujo clásico, el scattering puede describirse por la 
modulación del campo incidente a través de una molécula vibrando con una frecuencia 
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vib por irradiación con un campo EM con frecuencia desplazada, Eo(o), como se 
muestra esquemáticamente en la Figura 3.  
 
Figura 3. Mecanismo básico de SERS electromagnético. La AuNP aumenta el campo del 
láser y el de dispersión, aumentando la señal Raman de dispersión en la molécula. 
El scattering Raman puede mejorarse dramáticamente cuando la molécula de 
interés esté cerca de una superficie metálica o, preferentemente, en contacto con la 
misma. Cuando la fuerza del campo EM atenúa como 1/r2, un típico valor de r para la 
distancia entre la molécula y la superficie de la NP es de 0-10 nm. La presencia de un 
campo plasmónico cercano en la superficie de la NP bajo excitación LSPR, Eloc(o), 
aumenta  de la molécula (o más correctamente del conjunto molécula-NP) en 1 o 3 
órdenes de magnitud comparado con las moléculas libres, debido a la excitación mutua 
entre el dipolo inducido en la molécula y el dipolo inducido en la NP. En otras palabras, 
la NP y la molécula dispersan el campo impactante, después de lo cual la NP irradia un 
campo EM aumentado localmente, que puede ser redispersado por la molécula 
conduciendo a una dispersión Raman aumentada. 
En definitiva, la molécula irradia el campo dispersado Raman, que es entonces 
redispersado por la NP bajo excitación LSPR y se produce la reemisión de un campo 
cercano aumentado Eloc(R) (con frecuencia desplazada). Esta situación se muestra en 
la Figura 3. La intensidad SERS, ISERS, depende así de ambos campos incidente, Eo(o), y 
dispersado, Eloc(R), y el aumento SERS se alcanza cuando los campos entrante y saliente 
están en resonancia con el LSPR de la NP. Cuando las frecuencias de vibración molecular, 
vib, son pequeñas comparadas con la frecuencia de excitación, o, el desplazamiento 
del campo saliente (o-vib=Ro) es también pequeño y el factor de aumento (EF) 
puede aproximarse a la cuarta potencia del aumento del campo EM local en la superficie 
de la partícula: 
Raman 
SERS 















  (23) 
En el contexto de las aplicaciones prácticas, esta conclusión tiene un impacto 
importante en cómo las NPs podrán diseñarse para maximizar el aumento del campo 
EM y, de aquí, la salida SERS. En este caso, la morfología de las NPs juega un papel clave. 
Este mecanismo se conoce como electromagnético. Es de destacar que requiere de la 
presencia de una molécula, pero no depende de su naturaleza.  
Si la molécula se une a la superficie de la NP, la interacción electrónica entre el 
orbital molecular y la banda de conducción de la NP puede dar lugar a nuevas 
resonancias de transferencia de carga, que pueden acoplarse con estados vibracionales 
de la molécula (adsorbida). Esto puede dar lugar a una reasignación de la densidad 
electrónica en la molécula y a un cambio de  durante el movimiento vibracional, 
conduciendo a un adicional aumento SERS con EFs de 101-103. Este efecto, conocido 
como mecanismo químico, es generalmente mucho menor que el efecto 
electromagnético, pero puede mejorar la sensibilidad SERS cuando las resonancias de 
transferencia de carga, LSPR y longitud de onda incidentes se emparejan. 
Si las resonancias electrónicas de la molécula o más bien, el complejo adsorbato-NP 
están involucrados, la sección transversal Raman y de aquí, la intensidad de la señal, 
aumentan adicionalmente debido a una dispersión Raman resonante aumentada por 
superficie (SERRS). 
Para evaluar la actuación de diferentes estructuras y morfologías de NPs, sus 
respuestas SERS deben compararse usando una referencia adecuada. El método 
establecido para ello es la determinación de EF. El EF se define como la relación entre 
las intensidades SERS y la ordinaria Raman (RS) para un modo molecular dado, ambos 
medidos bajo las mismas condiciones experimentales. Las intensidades ISERS y IRS deben 
normalizarse por el número de moléculas involucradas en RS (NRS) y SERS (NSERS). La 




      (24) 
La medida de EFs a partir de disoluciones coloidales conduce a la determinación del 
llamado EF analítico. En realidad, estos son mucho más pequeños comparados con los 
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de superficies secas, pero en su lugar, se recoge un número de moléculas 
estadísticamente más relevantes.  
Los NRs son indudablemente las NPs anisotrópicas más utilizadas como sustratos 
SERS. Sintonizar la LSPR en relación con la exc del láser para producir una medida en 
resonancia, es una de las claves más importantes para alcanzar un aumento Raman alto. 
Esto se ha confirmado en estudios de SERS en Ag- y AuNRs con AR desde 1.7 a 16 usando 
excitación a 633 nm.90 Los autores demostraron varios aspectos: AgNRs generan EF más 
altos que AuNRs a 633 nm; los EFs de AgNRs aumentan con la AR mientras que los de 
AuNRs, disminuyen. Esto se explica por el desplazamiento al rojo de la LSPR al aumentar 
AR dirigiendo la resonancia hacia la excitación, en el caso de Ag, y fuera de la  de 
excitación, en el caso de Au. Aunque los NRs con LSPRs que no coinciden con la  de 
excitación (fuera de resonancia) pueden mostrar relativamente altos EFs (104-106), en el 
caso de resonancia se estiman aumentos de 1 o 2 órdenes de magnitud más grandes. El 
grupo de El-Sayed comparó SERS en AuNRs vs. AuNPs esféricas bajo condiciones fuera 
de resonancia91 y los EFs medidos (104-105) fueron 2 órdenes de magnitud más elevados 
que los esperados del mecanismo electromagnético, indicando una importante 
influencia del fenómeno químico. La actividad SERS fue más alta para AuNRs que para 
AuNPs, lo que se explica por la presencia de más facetas reactivas en AuNRs. El mismo 
grupo ha publicado un estudio comparando AuNRs y AgNRs con similar AR y posiciones 
de la banda LSPR,92 confirmándose que los AgNRs son más eficientes que los AuNRs. 
Esto lo atribuyen a la mayor intensidad de campo del plasmón en las puntas de las AgNRs 
y al mayor scattering Rayleigh en los AuNRs. Debe tenerse cuidado con las condiciones 
experimentales al comparar las eficiencias SERS de diferentes NRs.93 
Los nanoplatos son NMs en los que una de las dimensiones es mucho menor que 
las otras dos. A estos NMs se les han dado diversos nombres, por ejemplo, nanoprismas 
o nanodiscos, cuando tienen una base poligonal o circular respectivamente. En el caso 
específico de bases triangulares se habla de nanotriángulos (NT). Los NTs son de especial 
interés a causa de sus esquinas y ejes agudos, ya que pueden confinar los campos EM y, 
por tanto, dar lugar a fuertes aumentos. Los NTs presentan resonancias de plasmón 
sintonizables que pueden seleccionarse cambiando la AR (eje/espesor). Por ejemplo, un 
aumento en AR produce un desplazamiento hacia el rojo del LSPR dipolar. Además, los 
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NTs presentan diferentes grados de truncamiento dependiendo del método de síntesis 
y las condiciones de preparación. La truncación puede usarse para sintonizar la LSPR 
dipolar, conduciendo a un desplazamiento al azul en el espectro cuando el tamaño del 
recorte de la esquina perdida aumenta. Por tanto, los NTs son excelentes sustratos SERS, 
lo que no solo está relacionado con su capacidad de generar altos aumentos del campo 
EM, sino también con permitir la sintonización, que puede adaptarse convenientemente 
a la  del láser para excitación. 
Los NTs se han usado poco todavía debido a la dificultad de su síntesis, ya que 
normalmente se obtienen formando mezclas con otras formas. Los métodos de síntesis 
existentes incluyen los inducidos por luz y los químicos húmedos, en los que moléculas 
surfactantes tales como polivinil-pirrolidona (PVP), CTAC o CTAB, así como haluros, 
actúan como agentes químicos dirigiendo la forma y guiando a la NP a crecer en forma 
de platos. Recientes avances en métodos químicos húmedos coloidales y, 
especialmente, en las etapas de purificación post-síntesis han conseguido que se 
alcancen altos rendimientos, así como monodispersidad mejorada. En este sentido, 
Scarabelly y col.94 han descrito recientemente la síntesis de AuNTs con tamaños entre 
60 y 150 nm y rendimientos por encima del 50% que podrían aumentarse hasta el 95% 
por purificación.   
Puede ser difícil comparar la actuación SERS de diferentes NTs, ya que pequeños 
cambios morfológicos pueden conducir a significativas variaciones LSPR y, en definitiva, 
a cambios fuera de las  de excitación del láser. Sin embargo, hay un acuerdo común en 
que las esquinas agudas son extremadamente ventajosas para obtener altos aumentos 
SERS. 
 Estabilidad coloidal. 
Las teorías sobre doble capa en coloides se han construido en base a los modelos 
desarrollados por Helmholtz en 1879 y Grahame en 1947 aplicados al electrodo de 
mercurio. El modelo de Grahame incluye, además de las ideas de Helmholtz, los trabajos 
de Stern, Gouy y Chapman. La idea básica de este modelo clásico es que la carga 
superficial adsorbida y la creación de un potencial eléctrico sobre la superficie de la 
partícula provocan la existencia de un exceso local de contraiones alrededor de la 
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misma. Estos contraiones forman una capa difusa alrededor de la partícula y hacen que 
el potencial eléctrico disminuya lentamente hasta cero, conforme nos alejamos desde 
la superficie hacia el seno de la disolución.  
 
 
Figura 4. (Izqda) Modelo que ilustra la distribución de iones y la caída de potencial en la capa 
difusa alrededor de una partícula coloidal. (Dcha) Modelo que ilustra la idea del plano de Stern 
o capa de Helmholtz en el que algunos iones se encuentran a una distancia definida de la 
superficie. La capa difusa comienza en x1 donde el potencial es 1. Este plano se asume que 
está cerca del plano de deslizamiento, y el potencial en este plano es el potencial Z. 
 
Sin embargo, alguno de estos iones puede adsorberse fuertemente a la superficie, 
formando un plano de cargas de signo opuesto que disminuirá el potencial eléctrico en 
la región inmediatamente adyacente a la superficie de la partícula. Esta región se conoce 
como capa de Helmholtz o Stern y se compone tanto de moléculas de agua fuertemente 
polarizadas como de iones solvatados.  




Figura 5. Modelo que muestra la idea de adsorción específica donde se genera una carga 
superficial entre la superficie y el plano de Stern. Un segundo plano que define la distancia de 
máxima aproximación de los iones hidratados se muestra a una distancia x2. Las esferas más 
pequeñas son moléculas de agua con dipolos orientados. 
 
El plano de adsorción se localiza a una distancia x1 de la superficie y la permitividad 
relativa en la región 0 < x < x1 es 1. El valor de 1 es muy bajo (entre 2 y 6) comparado 
con el valor de  del agua en el seno de la disolución (que es 78). La drástica disminución 
se debe a la pérdida de polarización rotacional de las moléculas de agua orientadas. Ya 
que la distancia de estos iones a la superficie es de solo 3 Å, la carga superficial y la carga 
opuesta pueden tratarse como un condensador de placas paralelas con una capacidad 







      (25) 
donde 1 · o es la permitividad de la capa y o la densidad de carga superficial. Como 
consecuencia, el potencial en x1 se reduce a: 






     (26) 
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Normalmente, los iones adsorbidos electrostáticamente en el plano de Helmholtz 
no neutralizan completamente la carga superficial, pero si hay una energía química de 
adsorción, la carga adsorbida de signo contrario excederá a la verdadera carga 
superficial y podrá invertirse la carga total de la partícula. Esto se muestra en la Figura 
5, donde puede observarse que el potencial cambia de signo antes de caer a cero en el 
seno de la disolución. Los iones o moléculas situados en la capa de Helmholtz se 
encuentran tan fuertemente unidos que un campo eléctrico aplicado al coloide causará 
el movimiento de la partícula, de la carga adsorbida de signo contrario y la formación de 
la monocapa o submonocapa de moléculas de disolvente. De aquí que la carga efectiva 
en la unidad electroforética no se deba únicamente a la carga superficial, sino que, en 
general, es reducida por la presencia de un plano de contraiones adsorbidos. 
En el modelo de Gouy-Chapman-Stern-Grahame (Figura 5) se define también un 
segundo plano estructural a una distancia x2, que es la distancia de máxima 
aproximación de los iones solvatados al plano x1, si se tiene en cuenta el tamaño finito 
de los iones y sus esferas de hidratación. Este segundo plano se conoce como plano 
exterior de Helmholtz (OHP), siendo el plano en x1 el plano interior de Helmholtz (IHP). 
En este caso, el potencial eléctrico disminuye adicionalmente entre el plano interno de 
los aniones adsorbidos y el OHP donde se encuentran los contraiones. Es el potencial en 
el plano x2 el que orienta efectivamente a otros iones de la disolución e induce la 
construcción de una lámina espacial de carga de contraiones (capa difusa) alrededor de 
la partícula. 
La electroneutralidad requiere que, en total, el exceso de densidad de carga 
alrededor de la partícula cargada en la capa difusa d sea igual a la densidad de carga en 
la partícula, es decir: 
𝜎𝑜 + 𝜎1 + 𝜎𝑑 = 0      (27) 
El potencial eléctrico de cualquier punto en la capa difusa se calcula a partir de la 




       (28) 
Para un electrolito simétrico (z:z), la densidad de carga en un punto de la disolución 
es: 
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𝜌 = |𝑧| ∙ 𝑒(|𝑛+| − |𝑛−|)     (29) 
donde zes la valencia del electrolito y n+ y n-las respectivas concentraciones 
iónicas en ese punto de la disolución. Asumiendo que los iones están distribuidos en el 
campo eléctrico de acuerdo con la ecuación de Boltzmann, en cualquier punto se 
cumple: 
|𝑛±| = |𝑛±
∞| ∙ 𝑒𝑥𝑝 (
−𝑧±∙𝑒∙𝜓
𝑘𝑇
)     (30) 
donde n es la concentración iónica en la disolución en unidades de moléculas por 
unidad de volumen y  es el potencial en ese punto en relación con el seno de la 
disolución donde se define ()=0. Combinando las ecuaciones (28) a (30) se obtiene la 







)     (31) 
Las condiciones de contorno para la integración son: 
 → 0 cuando x →       (32) 
d/dx → 0 cuando x →      (33) 
mientras que, al comienzo de la capa difusa el potencial debe ser 1: 
𝜓(𝑥 = 𝑥1) = 𝜓1      (34) 
La solución de la ecuación de Poisson-Boltzmann no es directa. Las soluciones 
simplificadas teniendo en cuenta una serie de condiciones (superficies planas y curvas, 
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Tabla 1. Soluciones de la ecuación de Poisson-Boltzmann para micro- y nanopartículas. 





























En el caso de NPs, la doble capa debe considerarse esférica ya que, para diámetros 
en torno a 10 nm no puede aplicarse la aproximación de capa plana. 
La integración de la ecuación (31), por tanto, se debe hacer con coordenadas 
esféricas y, para el caso de pequeños potenciales, la linealización e integración da: 
𝜓(𝑟) = 𝜓1 ∙
𝑎
𝑟
∙ 𝑒𝑥𝑝(−𝜅(𝑟 − 𝑎))    (35) 
Sin embargo, un potencial superficial menor de 25 mV es normalmente insuficiente 
para evitar la coalescencia de las partículas. Así, aunque la simplificación da soluciones 
más tratables, no proporciona resultados apropiados para los coloides estables con 
potenciales superficiales superiores a este valor, por lo que el uso de esta forma 
linealizada es inadecuado. 




Figura 6. Modelo de Gouy-Chapman-Stern. 
 
La presencia de la capa difusa alrededor de una partícula coloidal estabilizada 
electrostáticamente es esencial, ya que la repulsión experimentada por dos partículas 
coloidales cuando sus dobles capas solapan es lo que las estabiliza frente a la 
coagulación. Un potencial de capa difusa alto y una concentración de electrolito baja, la 
cual aumenta el rango de repulsión, son necesarias para una buena estabilidad coloidal. 
Es usual considerar el potencial en x1 igual al potencial zeta medido mediante 
electroforesis, que es el potencial aparente en la partícula cuando migra en un campo 
eléctrico. Cuando se habla de estabilización electrostática se está ignorando la 
posibilidad de que las partículas puedan ser estabilizadas por polímeros o grandes 
surfactantes, los cuales pueden proporcionar una barrera estérica a la coalescencia.95 
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Se puede ahora escribir la distribución de potencial total entre el metal o la 
superficie de la partícula aislada y la disolución para una partícula sumergida en una 
disolución acuosa. Para el modelo de la Figura 6: 
𝜓(𝑥1) = ⁡𝜓𝑜 − 𝜎𝑜
𝑥
𝑥1
𝐾1⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡0 < 𝑥 < ⁡𝑥1   (36) 
𝜓(𝑥 > 𝑥1) = 𝑓(𝜅, 𝑎, 𝜓1)     (37a) 
𝜓𝑜 = 𝐸𝑟𝑒𝑑𝑜𝑥 − 𝐸𝑝𝑧𝑐      (37b) 
Aquí, f(,a,1) se refiere a una de las soluciones de la Tabla 1. Incluso para un 
modelo con una única región interna hay un número determinado de variables 
experimentales que necesitan ser medidas para cuantificar la distribución de potencial. 
Dado que 1 y x1 no son accesibles directamente por verificación experimental, tales 
simplificaciones son a menudo aconsejables. Por ejemplo, asumiendo que no hay 
adsorción específica desde la disolución, se puede hacer 1 = 0 y, en este caso, o = -d. 
Sin embargo, esto es claramente una aproximación pobre si se ha usado polielectrolito 
o surfactante para estabilizar las partículas o un ligando fuerte quimisorbido, tal como 
un derivado tiol, para minimizar el crecimiento de la partícula durante la preparación. 
Para el caso de bajos potenciales y pequeños solapamientos entre las dobles capas, 
la energía repulsiva electrostática para dos esferas de radio a con potencial zeta, , que 
se aproximan una a la otra en un medio de longitud de Debye, -1, siendo r la distancia 








− 2)] ⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡𝑟 < 2   (38) 
Las fuerzas de Van der Waals que actúan entre las superficies causan la coalescencia 
de las partículas. La energía de interacción Van der Waals no retardada entre partículas 










+ 𝑙𝑛 (1 −
2𝑎2
𝑟2
)]    (39) 
donde A es una constante conocida como constante de Hamaker para el sistema metal-
agua-metal considerado. Los metales poseen constantes de Hamaker más altos que 
otros materiales, por lo que los coloides metálicos tienden a la coagulación más que 
otros coloides. 
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De acuerdo con la teoría Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), es la suma de 
estas dos energías (ec. 38 y 39) la que determina la estabilidad de la partícula. Se 
considera que una barrera de 15-20 kT es suficiente para asegurar la estabilidad coloidal. 
1.7.1 Teoría DLVO 
La estabilidad global de un coloide depende de la suma de los términos de energía 
atractiva y repulsiva en función de la distancia de separación de las partículas. Se 
considera que solo contribuyen dos factores: el término atractivo Van der Waals y el 
repulsivo de la doble capa, y se deja a un lado cualquier consideración de estabilización 
entrópica o estérica. 
Para un electrolito 1:1 de valencia z y concentración co, el exceso de densidad de 
carga e en un punto de la doble capa eléctrica (EDL) de potencial  viene dado por: 
[𝑐+ + 𝑐−] ∙ 𝑧 = 𝜌𝑒 = 𝑧 ∙ 𝑐𝑜 [𝑒𝑥𝑝 (
−𝑧𝑒𝜓
𝑘𝑇
) − 𝑒𝑥𝑝 (
+𝑒𝜓
𝑘𝑇
)]    (40) 
La ecuación electrostática de Poisson relaciona e con la variación de   y con la 




−𝜌𝑒        (41) 
donde  es la permitividad del medio. La ecuación de Poisson-Boltzmann se obtiene por 
combinación de las ecuaciones (40) y (41), y muestra que el potencial dentro de la EDL 
cae exponencialmente con la distancia en sistemas con potenciales superficiales 




) 𝑒𝑥𝑝(−𝜅𝑥)      (42) 
donde  es el espesor de la EDL. 
En términos de interacción de dos partículas que se aproximan, cuando la distancia 
de separación disminuye, las dos dobles capas eléctricas empiezan a solapar. En una 
primera aproximación, los dos potenciales eléctricos que solapan son aditivos, 
resultando en una contribución eléctrica que se suma a la energía libre total del sistema 
y que, en este caso, constituye un término repulsivo, ya que el proceso aumenta la 
energía total. La forma del potencial de solapamiento de la EDL es también 
aproximadamente exponencial con la distancia de separación H. Para dos superficies 
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) 𝑒𝑥𝑝(−𝜅𝐻)     (43) 
donde  es dependiente de la concentración de iones en el sistema y el efecto de la 
concentración primaria en la ecuación (43) procede del término exponencial. 
Si se suman los términos atractivos de Van der Waals y el potencial repulsivo 







    (44) 
donde AH es la constante de Hamaker del material coloidal. Cuando esta ecuación se 
resuelve para diferentes concentraciones de electrolito se obtienen curvas como las de 
la Figura 7. El máximo en las curvas representa las barreras a la coagulación impuestas 
por la EDL. Obviamente, cuando la concentración de electrolito aumenta, la altura de la 
barrera disminuye. Como norma, las condiciones para la coagulación rápida se alcanzan 





       (45) 
que está de acuerdo con la regla de Schutze-Hardy, que predice relaciones de 
1/0.016/0.0014 para iones de valencia 1, 2 y 3 respectivamente, y está de acuerdo con 
las observaciones experimentales apuntadas antes. 
 
Figura 7. Fuerza resultante total atractiva-repulsiva en función de la distancia entre partículas. 
 





Figura 8. Significado físico de los diferentes conceptos de la teoría DLVO. 
 
 
Figura 9. Caso en el que existe una barrera y un mínimo secundario. 
 
Otra consecuencia de la ecuación (45) es que cuando la constante de Hamaker 
aumenta, los valores de condiciones para la coagulación rápida de dispersiones con las 
mismas características eléctricas disminuyen, esto es, las dispersiones coloidales se 
vuelven progresivamente menos estables. La constante de Hamaker en un medio viene 
dada por el promedio de las partículas dispersadas en el medio y en el vacío, de manera 
que, a medida que las características del medio y la fase dispersa se hagan más 
parecidas, AH disminuirá, conduciendo a una estabilidad adicional para el sistema, de 
acuerdo con lo que se observa experimentalmente.  
El hecho de que la teoría DLVO prediga la regla de Schultze-Hardy parecería 
confirmar la validez de la teoría. Sin embargo, se han incluido diferentes aproximaciones 
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y suposiciones en la derivación que la debilitan para asegurar éxito completo. Así, a bajos 
potenciales superficiales, la teoría predice que la condición para la coagulación rápida 
será proporcional a z-2 más bien que a z-6. Una derivación más completa de la teoría 
(teniendo en consideración la adsorción especifica de los iones y los efectos de 
hidratación) eliminaría alguna de las discrepancias encontradas en la teoría simple.   
Una predicción importante de la teoría DLVO es que, bajo ciertas condiciones, un 
coloide puede sufrir una forma de floculación reversible debida a la existencia de lo que 
se conoce como mínimo secundario en la curva de energía potencial (Figura 9).  
Una consecuencia importante y a veces útil de la interacción compleja entre los 
términos atractivo y repulsivo en la ecuación global para la estabilidad coloidal es la 
existencia del llamado mínimo secundario en la curva de energía total, normalmente a 
relativamente largas distancias interpartícula (Figura 9). El mínimo primario es, por 
supuesto, el pozo profundo de energía en el que cae el sistema en su búsqueda por la 
estabilidad “energética”. Sin embargo, antes de alcanzar la barrera para entrar en ese 
pozo, un coloide puede encontrar un mínimo de energía más superficial del orden de 
unas pocas kT, donde pueden formarse pequeños agregados débiles. 
La floculación débil en el mínimo secundario, a diferencia de la que ocurre en el 
mínimo primario, se encuentra a menudo sujeta a efectos entrópicos, conduciendo a 
fenómenos interesantes. A causa de la naturaleza superficial del mínimo secundario, los 
flóculos formados se mantienen unidos débilmente y tienden a ser inestables, es decir, 
pueden romperse por pequeños inputs de energía, tales como una agitación suave. De 
hecho, para partículas muy pequeñas (<100 nm), el mínimo puede ser tan superficial 
que el movimiento Browniano evite la floculación. Para partículas más grandes, el 
mínimo secundario puede causar efectos observables tales como una aparente 
separación de fases en una dispersión altamente ordenada o concentrada, exhibiendo 
a veces birrefringencia y una fase diluida isotrópica. En este caso, una agitación débil 
regenerará la dispersión homogénea original. En otros casos se puede desarrollar un 
equilibrio dinámico entre pequeños flóculos y partículas coloidales individuales. Tal 
equilibrio puede tratarse teóricamente más bien como un proceso de agregación 
molecular en vapor o disolución en el que la concentración de moléculas que se agregan 
está por debajo del punto de saturación, es decir, es menor que la concentración 
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necesaria para formar un número de agregados de tamaño crítico para que ocurra 
condensación o cristalización.  
 Estabilización estérica o entrópica.  
El mecanismo de estabilización de partículas dispersas que portan carga eléctrica 
superficial se produce por la interacción de sus respectivas dobles capas que 
proporcionan la barrera energética necesaria para su estabilidad cinética. Existe otro 
mecanismo de estabilización que se ha conocido durante siglos, pero que recientemente 
se ha estudiado en profundidad. Tal mecanismo incluye la presencia de un coloide 
liofílico que se adsorbe en la superficie de la partícula y proporciona lo que se conoce 
como estabilización entrópica o estérica. Aunque existe controversia en si se trata del 
mismo fenómeno, los dos términos, entrópica y estérica, se usan para nombrarlo.96 
Se ha reconocido por mucho tiempo que los agentes protectores estéricos no 
necesitan portar carga eléctrica para ser efectivos. Sin embargo, deben cumplir ciertos 
requerimientos, tales como una naturaleza química dual con respecto a sus 
características de solubilidad y un peso molecular relativamente alto. Así, de forma 
general, puede decirse que para lograr una estabilidad estérica debe haber una porción 
de la molécula que exhiba una solubilidad relativamente baja en el medio de dispersión 
y/o una alta tendencia a adsorberse en la superficie de la partícula. El resultado neto 
debe ser la formación de una capa adsorbida relativamente gruesa que imponga una 
barrera a la aproximación de la partícula y mejore la estabilidad del coloide.  
Cuando dos partículas coloidales tienen una capa adsorbida de un polímero liofílico 
y se acercan una a la otra, las capas comenzarán a interpenetrarse. Tal interpenetración 
puede tener dos efectos: un efecto osmótico debido al aumento de la concentración 
local de las especies adsorbidas entre las dos partículas y un efecto de restricción de 
volumen o entrópico, ya que las especies interaccionantes empiezan a perder ciertos 
grados de libertad debido al solapamiento. En ambos casos, el sistema local 
experimentará una disminución en entropía que será desfavorable mientras que, el 
efecto osmótico puede acompañarse por un efecto entálpico desfavorable debido a la 
desolvatación de las unidades empaquetadas más compactas. Para recuperar la pérdida 
de entropía, las partículas deben apartarse permitiendo más libertad de movimiento, 
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mientras que el disolvente se traslada para “resolvatar” las unidades. El resultado es una 
barrera de energía que retarda la aproximación de las partículas y proporciona un 
mecanismo para la estabilización (Figura 10) 
 
Figura 10. Cuando dos superficies que tienen un polímero adsorbido se aproximan, tienen lugar 
dos fenómenos: (a) a distancias de aproximación relativamente cortas, pero antes de que las 
capas interpenetren, la concentración local de las cadenas de polímero (entre las partículas) 
aumenta por encima del valor normal de equilibrio, dando lugar a un efecto de presión 
osmótica: las moléculas de disolvente se mueven a la región entre las superficies y las separa. 
(b) a distancias donde las capas interpenetran las cadenas de polímero empiezan a perder 
grados de libertad (disminución de entropía) y los factores termodinámicos introducen un 
segundo término repulsivo. 
 
En un sistema estabilizado por condiciones estéricas, donde no existen cargas 
eléctricas que influyan, la energía neta de interacción será la suma de las fuerzas 
atractivas de Van der Waals y las interacciones estéricas repulsivas: 
Δ𝐺𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = Δ𝐺𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟 − Δ𝐺𝑎𝑡𝑟𝑎𝑐  
Los agentes protectores poliméricos o, estabilizadores estéricos, deben anclarse 
fuertemente a la superficie de la partícula como mínimo en un punto, aunque es mucho 
mejor si lo hacen en varios puntos. Si solo se unen a un punto, el resultado sería un 
sistema con colas que se balancearían libremente proyectándose hacia la disolución y 
proporcionando la acción protectora. Si se producen dos o más puntos de anclaje, el 
resultado sería la formación tanto de lazos como de colas. Para una longitud de cadena 
determinada se puede ver intuitivamente que, en un sistema de colas, la distancia a la 
que se extiende la capa protectora en la disolución será mayor que en un sistema de 
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lazos. De aquí podría decirse que un sistema de unión en un solo punto proporcionaría 
una mayor protección. Sin embargo, los lazos se afectarían doblemente una vez que 
comienza la interpenetración, ya que muchas unidades afectadas por el efecto de 
restricción de volumen conducirían a un efecto entrópico más fuerte. No puede decirse, 
por tanto, que una configuración sea mejor que otra y, en la mayoría de los casos, se 
dan las dos simultáneamente. 
A partir de la imagen de estabilización estérica presentada, estaría claro que el 
disolvente debe jugar un papel crítico en la determinación de la efectividad de un 
sistema estabilizador-coloide-disolvente dado. Si la naturaleza del disolvente cambia de 
manera que se vuelva un mejor disolvente para las unidades monómero que actúan 
como anclajes del estabilizador, entonces las cadenas pueden estar más débilmente 
adsorbidas, proporcionando el punto de partida para la floculación por depleción o 
fenómenos relacionados. Por el contrario, si el disolvente cambia desde un “buen” a un 
“mal” disolvente para los lazos y colas, el espesor de la capa protectora se reducirá, ya 
que las cadenas poliméricas colapsan en la superficie de la partícula. El resultado será 
una estabilidad reducida frente a la floculación.  
 Floculación por depleción.  
Cuando en una disolución coloidal se añade un polímero que, o no se adsorbe o lo 
hace débilmente, puede ocurrir un fenómeno que se conoce como floculación por 
depleción.  En este fenómeno, cuando dos partículas se aproximan, las cadenas de 
polímero que se adsorben débilmente o que simplemente se colocan entre las partículas 
son expulsadas del área de máxima aproximación, dejando las superficies desnudas que, 
por tanto, se atraen en la forma normal. Sin embargo, puede originarse una fuerza 
atractiva adicional como consecuencia de la eliminación del polímero de la región 
intermedia. En tanto el polímero es forzado a dejar el área entre las partículas que se 
aproximan, el balance osmótico local se desplaza, esto es, la concentración de la 
disolución entre las partículas es menor que la del seno de la disolución. La ósmosis 
entonces fuerza al disolvente a salir de la región entre las partículas hacia la disolución. 
El efecto neto en las partículas es que son dirigidas por el flujo del disolvente (un tipo de 
efecto de succión hidrodinámico) resultando en una pérdida de estabilidad y floculación. 




Figura 12. En un sistema estabilizado estéricamente conteniendo polímeros de bajo peso 
molecular o débilmente adsorbido, cuando se aproximan las dos partículas (a) el polímero 
unido débilmente puede desorberse, dejando huecos desnudos en las superficies que se 
aproximan conduciendo a una tendencia a la floculación (b). Este fenómeno se conoce como 
floculación por depleción. 
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Tradicionalmente, la caracterización instrumental de materiales en la escala 
nanométrica, tales como dispersiones coloidales y películas delgadas, se ha centrado 
principalmente en comportamientos colectivos como la coloración de partículas de oro 
conocida desde hace siglos. Sin embargo, para una mejor comprensión fundamental y 
diferentes aplicaciones potenciales, se requiere un incremento en la capacidad de la 
instrumentación para observar, medir y manipular los nanomateriales individuales y las 
nanoestructuras. La caracterización y manipulación de nanoestructuras individuales 
requiere no sólo de extrema sensibilidad y exactitud, sino también de resolución a nivel 
atómico. En este sentido, es destacable la importancia del papel central que las diversas 
modalidades de microscopía desempeñan en la caracterización y medida de materiales 
nanométricos y nanoestructuras. Asimismo, adquieren una especial relevancia 
propiedades físicas y fuerzas de corto alcance que, si bien no juegan un papel destacable 
en la caracterización a nivel macroscópico, representan un impacto significativo en la 
escala nanométrica. El objetivo de este capítulo es aportar una breve descripción del 
fundamento de las técnicas instrumentales que han sido empleadas en el presente 
trabajo. 
2.1. Técnicas microscópicas. Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 
Las técnicas microscópicas representan una herramienta imprescindible para la 
caracterización de nanopartículas y sus estructuras, puesto que sólo por observación 
directa de la imagen se puede hacer una determinación del tamaño y forma de éstas, 
así como de su distribución y morfología. Dentro de las técnicas microscópicas, son muy 
empleadas las técnicas de electrones acelerados, tanto en la modalidad de barrido 
(microscopía electrónica de barrido, SEM), como en la modalidad de transmisión 
(microscopía electrónica de transmisión, TEM). Otro grupo de técnicas microscópicas de 
importancia son las conocidas bajo el nombre de microscopía de sonda de barrido, SPM, 
que engloba la microscopía de efecto túnel, STM y la microscopía de fuerzas atómicas, 
AFM. 
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La resolución que puede alcanzarse en un microscopio óptico está limitada por la 
longitud de onda de la luz. El fundamento del microscopio electrónico se apoya en las 
propiedades ondulatorias del electrón, haciendo uso de un haz de electrones de alta 
energía y longitud de onda inferior a la de la luz, lo que permite incrementar la 
resolución. 
Los microscopios electrónicos cuentan con varios elementos básicos. Así, disponen 
de un cañón de electrones y una serie de lentes magnéticas que crean campos que 
dirigen y enfocan el haz de electrones hacia la muestra. Una parte esencial de un 
microscopio electrónico la constituye el sistema de vacío, pues los electrones pueden 
ser desviados por las moléculas de aire, requiriéndose para evitar ésto un vacío casi total 
en el interior del microscopio. Finalmente, el sistema debe constar de un sistema para 
registrar las imágenes que producen los electrones al interaccionar con la muestra. 
El límite teórico del poder de resolución de un instrumento está determinado por la 
longitud de onda del haz electrónico usado y la apertura numérica del sistema. El poder 





donde λ es la longitud de onda de los electrones usados y NA es la apertura numérica, 
la cual está grabada sobre cada objetivo y sistema de lentes condensadoras y da una 
medida de la capacidad del objetivo para recolectar electrones o la capacidad del 
condensador para suministrar electrones. 
TEM es una de las técnicas más ampliamente usadas en la caracterización de 
nanomateriales y nanoestructuras. En TEM, los electrones son acelerados hasta energías 
de 100 KeV o mayores (por encima de 1MeV) y proyectados sobre una muestra delgada 
(menos de 200 nm) mediante un sistema de lentes condensadoras. Una parte de los 
electrones son dispersados o absorbidos por la muestra. Los electrones que se 
transmiten forman una imagen aumentada de la muestra sobre una pantalla 
fluorescente, la cual puede recogerse en una fotografía. La gran ventaja que ofrece TEM 
reside en su elevado rango de magnificación y su capacidad de suministrar tanto 
imágenes como información de difracción para una única muestra. 
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La elevada magnificación o resolución de TEM es resultado de la pequeña 





donde m y q son la masa y la carga del electrón, h es la constante de Planck y V es la 
diferencia de potencial mediante la cual los electrones son acelerados. Cuanto mayor 
sea el voltaje operativo de un TEM, mayor será su resolución espacial lateral. 
Teóricamente, la resolución instrumental para discriminar entre dos puntos próximos es 
proporcional a λ3/4. Los TEM de elevado voltaje alcanzan resoluciones superiores a 0.2 
nm y presentan la ventaja adicional de un mayor poder de penetración electrónica, 
debido a que los electrones de alta energía interaccionan menos fuertemente con la 
materia que los de baja energía. Una limitación de TEM es su escasa resolución en 
profundidad. La información de los electrones dispersados en una imagen TEM se 
origina por una muestra tridimensional, pero es proyectada en un detector en dos 
dimensiones. Por consiguiente, la información estructural a lo largo de la dirección del 
haz se superpone sobre la imagen plana. 
En este trabajo, para imágenes de alta resolución (HR-TEM), se ha utilizado un 
microscopio JEOL JEM 2010 con una resolución de 0.194 nm entre puntos y una 
capacidad de magnificación que va de 50 a 1.500.000 de aumentos (Figura 1), equipo 
del servicio central de apoyo a la investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba. 
Todas las muestras se prepararon depositando y evaporando gotas de las 
disoluciones de nanomateriales en rejillas de Cu recubiertas de Formvar (400 mesh) 
proporcionadas por Electron Microscopies Sciences. Las imágenes obtenidas se trataron 
con el programa Image-Pro PLUS con el que se realizó una medida exacta del tamaño de 
las partículas. 




Figura 1. Microscopio electrónico de transmisión (TEM) JEOL JEM 2010 
 
2.2. Técnicas espectroscópicas 
Las técnicas espectroscópicas se han usado ampliamente para la caracterización de 
nanomateriales, tanto la espectroscopia electrónica como la vibracional. La 
espectroscopia electrónica informa sobre la estructura de átomos, iones, moléculas o 
cristales mediante la excitación de electrones desde el estado fundamental a estados 
excitados (absorción) y la relajación desde estados excitados al estado fundamental 
(emisión). Las técnicas vibracionales suponen la interacción de fotones con especies en 
una muestra que resultan en la transferencia de energía hasta o desde la muestra a 
través de la excitación o desexcitación vibracional. Las frecuencias vibracionales 
suministran información de los enlaces químicos en las muestras estudiadas. 
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2.2.1. Espectroscopía UV-Visible 
Las líneas características observadas en los espectros de absorción y emisión de 
átomos casi aislados e iones, debida a las transiciones entre niveles cuánticos, son 
extremadamente agudas. En consecuencia, sus longitudes de onda o energías fotónicas 
pueden ser determinadas con gran exactitud. Las líneas son características de un átomo 
o ion particular y pueden ser usadas para propósitos de identificación. Los espectros 
moleculares, aunque menos que los espectros atómicos, son también generalmente 
agudos. Las posiciones de las líneas espectrales pueden ser determinadas con suficiente 
exactitud como para verificar la estructura electrónica de moléculas. En sólidos, la gran 
degeneración de los niveles atómicos es dividida por interacciones en bandas cuasi-
continuas (bandas de valencia y conducción), y origina un espectro óptico bastante 
ancho. La diferencia de energía entre el orbital molecular ocupado de más alta energía 
(HOMO) y el orbital molecular desocupado de más baja energía (LUMO) se designa como 
la brecha o gap fundamental. La profundidad de penetración de la radiación 
electromagnética está en el orden de 50 nm a través de la mayor parte del espectro 
óptico (luz visible). Esta escasa profundidad de penetración limita las aplicaciones de la 
espectroscopia de absorción para la caracterización de sólidos masivos; sin embargo, 
esta técnica es fácilmente aplicable para la caracterización de nanoestructuras y 
nanomateriales. 
Los espectros de absorción para muestras de nanopartículas en suspensión ofrecen 
información valiosa sobre las especiales propiedades ópticas de estos sistemas. Por una 
parte, el fenómeno de la resonancia del plasmón superficial (SPR) da lugar a una banda 
de absorción que caracteriza tanto el tamaño de las partículas como su modificación 
superficial por ligandos orgánicos. El desplazamiento hacia el rojo en esta banda se 
interpreta, en algunos casos, como un efecto del acoplamiento en la resonancia del 
plasmón, entre partículas que se agregan, y puede tomarse como una medida de la 
estabilidad de la suspensión. Por otra parte, en el rango inferior de la escala 
nanométrica, las partículas presentan un espectro de absorción que exhibe propiedades 
de discretización en los niveles electrónicos, simulando el fenómeno físico de la escalera 
coulombiana y revelando un interesante comportamiento molecular, asociado a efectos 
del confinamiento cuántico en partículas de pequeñas dimensiones. 




Figura 2. Espectrofotómetro Jasco V-570. 
 
Los espectros UV-Visible-NIR se han realizado en un espectrofotómetro Jasco V-570 
(Figura 2) utilizando en diferentes ensayos cubetas de 0.2 ó 1 cm de paso óptico, según 
fuese conveniente para que, dada la concentración de las disoluciones, se obtuvieran 
valores óptimos de absorbancia en torno a 0.4-0.8. Este equipo a su vez cuenta con una 
cámara termostatizada PELTIER con la cual se realizaron medidas espectroscópicas en 
función de la temperatura. 
2.2.2. Espectroscopía FT-IR 
La energía con la que las moléculas y los cristales vibran se encuentra en el rango 
que va de 1012 a 1014 Hz, el cual se corresponde con la región infrarroja (IR) del espectro 
electromagnético. De esta forma, es posible estudiar la interacción con la materia de la 
radiación electromagnética infrarroja, observando un intercambio de energía cuando se 
verifica la resonancia entre una cierta frecuencia vibracional y la frecuencia del haz 
incidente. Este intercambio de energía representa excitación de las vibraciones de 
enlaces químicos, siendo por tanto específico según el tipo de enlace y el grupo de 
átomos involucrados en la vibración. 
Cualquier enlace entre dos átomos vibra a medida que los átomos se acercan y se 
alejan uno del otro. Este tipo de movimiento se denomina “tensión”. Las moléculas 
poliatómicas pueden sufrir además vibraciones de “flexión” en las cuales los ángulos 
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entre los enlaces periódicamente aumentan y disminuyen. La frecuencia a la cual las 
moléculas vibran depende de las masas de sus átomos y de la rigidez de sus enlaces: una 
molécula formada por átomos livianos unidos por enlaces rígidos tiene una frecuencia 
vibracional más alta que una formada por átomos pesados unidos por enlaces más 
débiles. Además, los movimientos de flexión de las moléculas tienden a ser menos 
rígidos que los movimientos de tensión; por tanto, las vibraciones de flexión absorben 
típicamente radiación de frecuencias más bajas que las vibraciones de estiramiento. La 
rigidez de un enlace se mide con su constante de fuerza, k, que puede definirse mediante 
la ley de Hoocke para la fuerza de restauración de un resorte: 
𝐹 =⁡−𝑘 · 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑙𝑎𝑧𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 
Un enlace rígido experimenta una fuerza de restauración elevada, aún para 
desplazamientos bastante pequeños, y por ende k es elevada. Lo contrario ocurre con 
un enlace débil. En general, la constante de fuerza es mayor para las tensiones que, para 
las flexiones, lo que explica su mayor frecuencia o energía. 
La frecuencia vibracional, ν, de un enlace entre dos átomos A y B de masas mA y 








donde μ es la llamada masa efectiva o masa reducida de los átomos que participan en 





En principio, una molécula no lineal formada por N átomos puede vibrar de 3N-6 
formas diferentes, y una molécula lineal de 3N-5. Cada forma en la cual una molécula 
puede vibrar se denomina modo normal de vibración, y cada modo tiene una frecuencia 
que depende de una manera complicada de las masas de los átomos que se mueven en 
la vibración y de las constantes de fuerza asociadas con los movimientos involucrados. 
La modalidad espectroscopía de transmisión en IR es una de las más comunes. En 
ella, la radiación atraviesa una muestra -que puede estar en estado sólido (pastillas o 
emulsiones), líquido o gaseoso, comparándose la intensidad de la luz transmitida, I, con 
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la incidente, I0. Ahora bien, no toda la luz que incide sobre la muestra se transmite, ya 
que siempre existirá una componente de reflexión, R, y otra de dispersión, D. Así, la 
energía medida por el detector no sólo depende de la reflexión y dispersión producida, 
pudiéndose escribir la ley de Lambert-Beer en la forma: 
𝐼 = (𝐼0 − 𝑅 − 𝐷) · 10
− 𝑙𝑐 
donde ε es la absortividad molar, l es el camino óptico recorrido por el rayo en la 
muestra y c es la concentración. 
En este trabajo se ha trabajado mediante la metodología de reflexión total atenuada 
(Attenuated Total Reflection, ATR). Esta técnica se basa en la medida de los cambios que 
se producen en el haz de infrarrojos reflejado internamente cuando entra en contacto 
con la muestra. Para ello el haz infrarrojo se dirige a un cristal ópticamente denso, con 
un alto índice de refracción, en un determinado ángulo. Esta reflectancia interna crea 
una onda evanescente que se extiende más allá de la superficie del cristal hasta la 
muestra en contacto con el cristal. En las regiones del espectro de infrarrojos en las que 
la muestra absorbe energía, la onda evanescente se atenúa. El haz atenuado vuelve al 
cristal, sale a continuación por el extremo opuesto del cristal y se dirige al detector, que 
registra el haz de infrarrojos atenuado como una señal del interferograma y que se 
puede usar para generar un espectro de infrarrojos (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Esquema de un dispositivo ATR. 
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En cuanto al empleo de Transformadas de Fourier, que da origen al familiar término 
FT-IR (Fourier Transform Infrared spectroscopy), decir que su introducción ha hecho 
posible optimizar la relación señal/ruido, permitiendo obtener buenos registros para el 
caso de especies moleculares adsorbidas. 
El empleo de esta técnica en la presente memoria aporta información relativa a los 
enlaces de las moléculas orgánicas que protegen la superficie de las partículas. Esta 
información resulta de especial relevancia a la hora de determinar detalles estructurales 
de las monocapas formadas por dichas moléculas. 
 
Figura 4. Espectrofotómetro FT-IR Jasco 6300. 
 
Los espectros de infrarrojo ATR se han registrado en un instrumento JASCO 6300 
FT-IR (Figura 4) con un rayo láser sencillo (He-Ne), en el intervalo de numero de ondas 
entre 1000-4000 cm-1, y los datos se han adquirido mediante el software integrado 
(Spectra Manager). Se ha usado un accesorio de reflectancia con ángulo variable (Pike 
Technologies-VeeMAXTM) que va ensamblado en el compartimento de muestra del 
espectrofotómetro FTIR y en el que se ensambla el cristal para ATR (Figura 5). Se ha 
utilizado un cristal de germanio con una orientación de 60 °. 




Figura 5. Detalle del dispositivo VeeMAXTM y del cristal de germanio. 
 
Los espectros se registraron usando un detector de sulfato de triglicina deuterado 
(DTGS), acumulando un total de 256 espectros con una resolución de 2 cm-1 en la 
ventana de número de ondas de 1000 a 4000 cm-1. Los espectros se procesaron 
calculando las segundas derivadas y, las frecuencias obtenidas, así como los datos 
aceptados en la literatura, que se usaron para realizar los ajustes para los que se 
utilizaron funciones Gausianas.1-3 Se empleó una técnica de ajuste con multipicos 
usando el software Micro Cal Origin 7.0 que incluye como parámetros de ajuste la 
anchura, el área y la posición de frecuencia de todas las bandas y que permite establecer 
restricciones para el ajuste. El ajuste multicomponente nos permite identificar las 
diferentes contribuciones y sus correspondientes frecuencias. El porcentaje de área de 
los picos deconvolucionados proporciona las cantidades relativas de los componentes. 
Previamente a las medidas tanto el interferómetro como el compartimento de muestra 
se purgan con un flujo de aire seco y libre de CO2 con un flujo de 8 L/min, suministrado 
desde una fuente de aire comprimido y pasado por un sistema de secado (K-MT LAB, 
Parker/Zandet GmbH&Co.KG). 
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2.2.3. Espectroscopía Fotoelectrónica de Rayos X 
La espectroscopia fotoelectrónica de rayos X (XPS) es una técnica que se emplea 
para el estudio superficial, cualitativa, semi-cuantitativa y de baja resolución espacial 
que se utiliza para obtener información sobre la composición química de la superficie, 
como es el contenido de los elementos y el estado de valencia que presentan en un 
material. 
Los espectros XPS se obtienen irradiando la muestra con rayos X. Se miden 
simultáneamente el número y la energía cinética de los electrones que escapan de la 
superficie del material. El número y la energía cinética de los electrones emitidos 
reflejan el contenido y el estado químico de los elementos de superficie, 
respectivamente. Los rayos X tienen una profundidad de penetración limitada, de ahí 
que se diga que esta técnica es superficial. 
La emisión de estos rayos X se suele realizar con fuentes de excitación que usan las 
líneas Kα1,2 de Mg o Al que tienen energías de 1253.6 y 1486 eV, respectivamente. Este 
proceso de fotoemisión que se produce resulta ser muy rápido, 10-16 s, y se describe 
según la ecuación de Einstein: 
𝐸𝐵 = ℎ𝑣 − 𝐾𝐸 
donde EB es la energía de enlace del electrón en el átomo, hv es la energía de la fuente 
de rayos X y KE es la energía cinética del electrón detectado, que es medida por el 
espectrómetro XPS. 
Dentro de esta ecuación hay que incluir un término más, la función de trabajo del 
espectrómetro, φsp, que es la energía mínima requerida para impulsar un electrón hacia 
el más alto nivel ocupado en el vacío, ya que, si se suman las energías cinéticas y la de 
unión se observaría que no son iguales a la energía de la radiación X. De este modo la 
ecuación anterior quedaría como: 
𝐸𝐵 = ℎ𝑣 − 𝐾𝐸 − Φ𝑠𝑝 
Por tanto, se necesita conocer la energía cinética y la función de trabajo del 
espectrómetro, siendo EBf la energía de enlace referenciada al nivel de Fermi. Para 
muestras conductoras el espectrómetro se ajusta mediante el empleo de Au estándar, 
conociendo que sus valores de energía de enlace son Ef = 0 eV y 4f7/2 = 84 eV. 
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Los componentes primarios de este instrumento son el sistema de vacío, la 
fuente de rayos X, un analizador de energía del electrón y el sistema de datos. 
La muestra se ubica en la cámara principal de ultra-vacío, donde es analizada. Esta 
se introduce previamente en una precámara donde se lleva a cabo un primer vacío, una 
operación lenta que conlleva varias horas. Una vez se han alcanzado estas condiciones, 
la muestra se puede reorientar en distintas posiciones, se puede elegir la zona de la 
superficie a trabajar siendo controlado todo mediante el uso de una cámara ubicada en 
el interior de la zona de análisis. 
El equipo utilizado en este trabajo ha sido un espectrómetro SPECS Phoibos 
150MCD (Servicio de Apoyo a la Investigación de la Universidad de Córdoba), Figura 6, 
el cual incorpora las fuentes de rayos X comentadas anteriormente de Al o Mg, habiendo 
utilizado en nuestro caso esta última y como sistema de vacío una cámara principal que 
opera a una presión de 5 · 10-9 Pa. 
 
Figura 6. Espectrómetro XPS SPECS Phoibos 150MCD. 
 
Los barridos de las muestras fueron realizados en el rango comprendido entre 40 y 
1150 eV, siendo las señales de los átomos de interés examinados y optimizados 
mediante la acumulación de espectros en la zona de energía de enlace definidas para 
esos átomos (como es el caso de las regiones del Au 4f, C 1s, O 1s, S 2p y Br 3p). Los 
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espectros así obtenidos fueron tratados con el programa SPECS y analizados con el 
software CasaXPS del propio equipo de medida. 
Por tanto, puede decirse que XPS es una herramienta poderosa para analizar la 
química de la superficie de los materiales y también es una buena opción para la 
cuantificación de las moléculas que se encuentran modificando la superficie del 
material. Sin embargo, las señales de energía de unión normalmente se superponen 
parcialmente entre sí debido a la similitud de los estados químicos de los elementos, por 
ello es necesario un riguroso proceso de deconvolución para un análisis confiable, que 
depende significativamente de la experiencia del operador. Para evitar la ambigüedad y 
la subjetividad de la deconvolución, es necesario utilizar otra técnica de caracterización 
que acompañe a XPS para respaldar los resultados de la deconvolución y obtener la 
información confiable de la química de la superficie del material a analizar. 
2.2.4. Espectroscopía Raman 
La espectroscopia Raman puede medir los modos de vibración, rotación y otros 
modos de baja frecuencia, y se usa comúnmente para analizar la información química y 
estructural de los materiales.4 Los principios de la espectroscopia Raman e IR son muy 
similares. Raman proporciona información química a través del análisis de la dispersión 
de la luz dónde solo los movimientos moleculares con cambio de polarizabilidad son 
"activos". Estos dos métodos proporcionan información estructural complementaria. 
Los recientes avances en esta microscopía han aumentado significativamente la 
gama de aplicaciones que ahora se extienden desde el diagnóstico médico hasta la 
exploración de interfaces entre organismos biológicos y nanomateriales. Se ha 
propuesto como un método para monitorizar nanomateriales en sistemas biológicos, ya 
que potencialmente proporciona una sonda no invasiva, libre de etiquetas, de la propia 
nanopartícula, el ambiente local y la fisiología del organismo. 
Las medidas a través de esta técnica se han realizado en la Universidad de Lincoln, 
Reino Unido, donde se trabajó con un espectrómetro Raman HORIBA Jobin Yvon 
LabRaman (Figura 7) con una rejilla holográfica de 1800 gr·mm–1. La línea de excitación 
fue proporcionada por dos láseres, uno de argón a 532nm y otro de HeNe a 632.8 nm. 
El haz de láser fue enfocado a través de un objetivo Japan LMPlanFL N 50x/0.50. 
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Para ello las muestras fueron depositadas sobre un vidrio de cuarzo, dejándolas 
secar overnight en el caso de las muestras líquidas como es el caso de las nanopartículas 
de oro. Posteriormente mediante el uso de los láseres de 532 y 632.8 nm, utilizando 
potencias de laser variables en función del tipo de muestra y un objetivo de 50x, se 
obtuvieron los diferentes espectros para su análisis. Los espectros Raman obtenidos 
fueron tratados con el software LabSpec con el que se llevó a cabo la corrección de las 
líneas de base, así como el estudio de los picos obtenidos. 
 
Figura 7. Espectrómetro Raman HORIBA Jobin Yvon LabRaman 
 
2.3. Técnicas electroquímicas 
La técnica de voltamperometría cíclica permite obtener información sobre los 
parámetros cinéticos y termodinámicos de los procesos de transferencia de carga o 
redox en la interfase sólido-líquido bajo el control del potencial aplicado. Las curvas de 
potencial se registran barriendo el potencial aplicado hacia valores positivos o negativos 
utilizando un electrodo de trabajo polarizable sumergido en una solución de electrolito, 
donde pueden tener lugar reacciones redox de especies disueltas o inmovilizadas en la 
superficie (respuesta farádica) en el intervalo de potencial escaneado. 
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2.3.1. Celdas y electrodos 
Las medidas electroquímicas se realizaron en una celda de vidrio Metrohm con una 
capacidad de 25 ml de volumen de disolución del electrolito (tampón fosfato 0.1 M a pH 
7). La celda de vidrio tiene una tapadera con tiene cinco entradas, cuatro de ellas están 
dedicadas a los tres electrodos y al sistema de purga de nitrógeno. Los experimentos se 
llevaron a cabo en una configuración de celda de tres electrodos utilizando un hilo de Pt 
como contraelectrodo, un electrodo de Ag/AgCl saturado como electrodo de referencia 
y uno de carbono vítreo (GC) de 3 mm de diámetro como electrodo de trabajo (Figura 
8). 
 
Figura 8. Celda electroquímica con el conjunto de electrodos. Derecha: electrodo GC utilizado 
en el trabajo. 
 
La preparación del electrodo GC consistió en una limpieza mecánica previa mediante 
pulido con polvo de alúmina (0.05 µm) sobre una pulidora (METASERV 2000) dotada con 
un paño Buehler. Tras varios lavados con agua, los posibles restos de impurezas se 
eliminaron con un baño de ultrasonidos mediante un tratamiento de 5-10 minutos en 
agua ultrapura MilliQ. Tras estos procedimientos se procedió a la deposición de la 
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muestra mediante la técnica de “drop-casting” sobre la superficie del GC, tras su secado 
a temperatura ambiente se procedió en algunos de los casos a la inmovilización 
mediante el uso de una membrana de un polímero sintético (Nafion). 
2.3.2. Medidas electroquímicas  
Las medidas electroquímicas se han realizado previa eliminación del oxígeno 
disuelto mediante burbujeo de una corriente de gas de nitrógeno durante 15 minutos, 
manteniéndose bajo una atmósfera de nitrógeno inerte durante las medidas. Tras este 
tiempo se ha observado que la intensidad y potenciales de los picos voltamperométricos 
son reproducibles.  
Los experimentos electroquímicos se realizaron usando un instrumento Autolab 
(Ecochemie model Pgstat30) (Figura 9). Para el control total de los experimentos, la 
adquisición de los datos y el análisis de los voltagramas ha sido utilizado el programa 
GPES 4.9, disponible como software del propio equipo de medida. Este programa 
permite el análisis de los voltagramas como la medida de la línea de base con distintas 
funciones (lineal, exponencial y polinómica), la corrección de la caída óhmica, así como 
la determinación automática de parámetros como intensidad, potencial, carga, 
semianchura de pico, etc. 
Las tasas de escaneo y los valores de rango potenciales se seleccionaron de acuerdo con 
las diferentes condiciones experimentales probadas en este trabajo. 
 
Figura 9. Instrumento Autolab (Ecochemie model Pgstat30). 
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2.4. Técnicas de dispersión dinámica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) y 
medidas de potencial Z 
Las técnicas de dispersión de luz así como de medida de potencial Z nos permiten 
obtener información importante sobre diferentes aspectos como son el tamaño y la 
estabilidad de las partículas. Por ello resulta importante su aplicación con objeto de 
conocer las condiciones en las que se encuentran los materiales en suspensión. 
DLS, también conocida como espectroscopia de correlación fotónica o dispersión 
de luz cuasi-elástica, es una técnica usada de manera rutinaria para analizar el tamaño 
hidrodinámico y la distribución de partículas con diámetros que van desde unos pocos 
nm hasta unas pocas micras. Este instrumento detecta las fluctuaciones de intensidad 
de la luz dispersada causadas por el movimiento browniano de las partículas 
suspendidas en un líquido. Esta dispersión de la radiación como consecuencia del 
movimiento de las partículas genera interferencias constructivas y destructivas a lo largo 
del tiempo. En DLS esta fluctuación de la intensidad de luz dispersada se correlaciona 
con pequeños intervalos de decaimiento, obteniéndose la función de autocorrelación 
según la siguiente ecuación: 
𝐺(𝜏) = 1 + 𝑏 · 𝑒−2𝐷𝑡𝑞
2𝜏 
donde, b es una constante que depende de la configuración óptica del instrumento, Dt 








donde, n0 es el índice de refracción (IR) del disolvente, λ0 es la longitud de onda de la luz 
en el vacío y θ es el ángulo de dispersión al que trabaja el equipo. 
Esta intensidad (G (τ)) se suele escribir como G2 (τ) y se expresa como una función 
de la función de correlación de campos G1 (τ) según la siguiente ecuación: 
𝐺2(𝜏) = 1 + 𝐺1(𝜏)2 
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A partir de estos datos se genera un correlograma donde se representa RCF (función 
de correlación sin procesar) contra el tiempo de retardo (τ) como se expresa en la 
ecuación: 
𝑅𝐶𝐹 = 𝐺2(𝜏) − 1 = 𝐺1(𝜏)2 
A partir del análisis de esta función de autocorrelación obtenida, se calcula el 
coeficiente de difusión de las partículas suspendidas y se determina el tamaño 





donde D es el coeficiente de difusión de traslación, η es la viscosidad, T la temperatura 
absoluta, k la constante de Boltzmann y DH es el diámetro hidrodinámico. 
Estas ecuaciones ponen de manifiesto que la medida depende de diferentes 
parámetros como son la viscosidad del medio, la óptica del instrumento, la temperatura 
y el índice de refracción del material, entre otros. Por otro lado, otro efecto importante 
que se produce y puede evitarse es el scatter múltiple debido a la dispersión de la luz 
por múltiples partículas dando errores de en la medida. Por ello en el equipo utilizado 
en este trabajo usa una óptica de detección de 175° (Figura 10). Esta metodología se 
conoce como detección por retro dispersión, back-scattering o Non-Invasive Back-
Scatter (NIBS). 
 
Figura 10. Disposición óptica del equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP. 
 
 Al realizar las medidas con esta metodología se puede trabajar con muestras más 
concentradas, ya que el paso óptico es menor y por tanto hay menos error de medida y 
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evita que posibles interferencias como restos plásticos o polvo que pueden encontrarse 
en las muestras den interferencias al reducir este paso óptico. 
El potencial Z, también denominado potencial electrocinético, es el potencial en el 
plano de deslizamiento o de corte de una partícula coloidal que se mueve bajo la acción 
del campo eléctrico. El potencial eléctrico de una superficie es la cantidad de trabajo 
que se necesita hacer para llevar una unidad de carga positiva desde el infinito a la 
superficie sin ninguna aceleración. El potencial Z refleja la diferencia de potencial entre 
la EDL de las partículas electroforéticamente móviles y la capa de dispersante que las 
rodea en el plano de deslizamiento (Figura 11). 
Como se comentaba en el Capítulo 1, el potencial superficial de una partícula, 
potencial ψ no puede determinarse y el campo electrostático disminuye en la dispersión 
con la distancia desde la superficie de la partícula según la ecuación: 
𝜓 = 𝜓𝑑𝑒
−x 
donde ψ es el potencial superficial a la distancia x desde la capa de Stern, ψd es el 
potencial superficial en la capa de Stern, к es el parámetro de Debye-Hückel y x es la 
distancia. 
Cuando el plano de deslizamiento está próximo a la capa de Stern, ψd ≈ ζ y por tanto 
la ecuación anterior queda como: 
𝜓 = 𝜁𝑒−x 
De este modo el potencial Z no puede determinarse directamente y se deduce de 
la movilidad electroforética de partículas cargadas bajo la presencia de un campo 
eléctrico aplicado. 
 
Figura 11. Celda utilizada para medir el potencial Z. 
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donde V es la velocidad de la partícula (µm/s) y E es la fuerza del campo eléctrico 
aplicado (Voltios/cm), parámetros conocidos en ambos casos. De esta forma el potencial 





donde Ɛ r es la constante de permitividad dieléctrica relativa, Ɛ0 es la permitividad en el 
vacio, ζ es el potencial Z, f(Ka) es la función de Henry y toma diferentes valores según el 
medio, y η es la viscosidad. 
En este trabajo se ha utilizado un instrumento Malvern Zetasizer Nano ZSP (Instituto 
Universitario de Nanoquímica de la Universidad de Córdoba, IUNAN) (Figura 12), con 
objeto de evaluar el diámetro hidrodinámico y la carga superficial de las nanopartículas. 
El instrumento está equipado con un láser de 633 nm de He−Ne y un autovalorador MPT-
2. Los datos medidos son el promedio de al menos 20 barridos. Los diámetros 
hidrodinámicos promedio y potencial zeta de cada muestra se determinaron usando el 
software proporcionado junto al equipo (ZetaSizer Software 7.11).  
 
 
Figura 12. Instrumento Malvern Zetasizer Nano ZSP. 
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2.5. Medidas y tratamientos de datos 
El material de vidrio utilizado se lavó previamente utilizando bien disolución de 
H2O2/H2SO4 (1:1), también conocida como disolución “piraña”, con objeto de eliminar 
cualquier impureza orgánica o bien con disolución de HCl/HNO3 (3:1), conocida como 
“agua regia” con objeto de eliminar los restos de oro que pudieran quedar adsorbidos 
en el material. A continuación, y tras la exposición del material a estas disoluciones, se 
somete a un lavado exhaustivo con agua ultrapura Milli-Q (Barnstead System) que tiene 
una resistividad mínima de 18.2 MΩ·cm, quedando el material de este modo dispuesto 
para su uso. 
Las imágenes de las proteínas fueron realizadas mediante el software Swiss-Pdb 
Viewer. 
El procesamiento, representación y ajustes de los datos que se muestran a lo largo 
de la memoria, se realizaron utilizando el software Microcal Origin Pro 7.0. 
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3. Nanopartículas de oro esféricas (AuNPs). 
3.1.  Introducción. 
El objetivo principal de los estudios de la interacción de nanomateriales (NMs) con 
el entorno biológico es entender su comportamiento in vivo y ayudar en el diseño 
racional de los sistemas de distribución de fármacos.1 Se acepta que la adsorción de 
proteínas tiene lugar tan pronto como los NMs se ponen en contacto con el medio 
biológico, produciendo cambios en la propia identidad biológica de los NMs en cuanto 
la superficie se rodea por la corona de proteínas. Esta corona de proteínas actúa como 
una antena primaria y se comunica con la maquinaria biológica creando nuevas  
interacciones celulares.2-4 El concepto de corona de proteínas que se definió por primera 
vez por Dawson y col.5-7 establece que, cuando los NMs se dispersan en un sistema 
biológico, se cubren rápidamente por una película dinámica de biomoléculas, 
principalmente proteínas, que además no es homogénea espacialmente. La capa interna  
(hard corona) se intercambia lentamente con las proteínas en disolución pero las capas 
externas (soft corona) se componen de proteínas débilmente enlazadas que se 
intercambian muy rápido.8 9 
Un punto importante es que las señales biológicas de las proteínas que se adsorben 
en la superficie permanecen elusivas en lo que respecta a si su conformación es 
diferente de la de su estado nativo.10 De hecho, la conformación tridimensional de las 
diferentes proteínas en los NMs es presumiblemente diferente a la de sus estados 
nativos, aunque aún permanece por explorarse cómo este efecto afecta a las 
interacciones NM-célula y NM-organismo vivo.1, 2, 11, 12 De hecho, la falta de 
conocimiento de las interacciones entre los NMs y el entorno fisiológico, tales como la 
sangre o los fluidos intersticiales, es una de las razones principales por las que la puesta 
a punto de estos sistemas no se ha establecido todavía.13 Los fluidos biológicos están 
compuestos de electrolitos, proteínas, lípidos y metabolitos y todos estos componentes 
pueden adsorberse en la superficie de los NMs.4, 14-18 Las nuevas capas que rodean al 
NM apantallan sus propiedades superficiales originales y alteran el tamaño y 
composición proporcionando una nueva identidad biológica.3, 17, 19 
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La aplicabilidad de las nanopartículas de oro (AuNPs) se debe a las propiedades 
únicas que exhiben y que son de carácter químico, físico y óptico así como a la facilidad 
con la que pueden ser funcionalizadas por químicas relevantes para la biología.20 El 
diseño preciso de AuNPs para la incorporación eficiente en el medio biológico es 
necesario para entender cómo estos materiales y sus propiedades se alteran y cómo los 
componentes del medio biológico responden a su presencia. Por tanto, la descripción 
fisicoquímica fundamental de la interfase nano-bio debe conocerse. Este conocimiento 
incluye la conformación de las proteínas que forman la hard corona y, cuando sea 
posible, la soft corona. Además, el desarrollo de nuevas estrategias para crear NPs con 
identidad biológica predecible/controlable, por recubrimiento con proteínas 
específicas, es una vía prometedora para controlar la formación de la corona, 
principalmente a partir de interacciones proteína-proteína. Además, de esta manera se 
puede conseguir un targeting aumentado por reclutamiento de proteínas a partir del 
medio biológico. En este sentido, la optimización de las propiedades de la superficie de 
la NP, bien por recubrimiento previo de proteínas o modificaciones químicas específicas, 
puede proporcionar un aumento en la accesibilidad de sus sitios activos a los receptores 
celulares. 
En general, a causa del tamaño y la ruta de administración, las NPs pueden alcanzar 
fácilmente el flujo sanguíneo y las primeras entidades biológicas que se encuentran son 
las células rojas (glóbulos rojos) de la sangre (RBCs). Zhao y col.21 han encontrado que 
las NPs de sílice de diferentes tamaños y propiedades superficiales interaccionan con 
RBCs humanas conduciendo a toxicidad, primero por la unión de los silanos que se 
encuentran de forma abundante en la superficie de las NPs a las moléculas de 
fosfatidilcolina presentes en la membrana celular y segundo, produciendo la flexión de 
las membranas para adaptarse a la superficie rígida de la sílice, que causa la disrupción 
de la célula. Aunque la formación de la corona de proteínas en las NPs al contactar con 
el fluido sanguíneo mitigue o suprima la hemólisis, no hay información de cuánta 
proteína es necesaria o cómo algunas proteínas intrínsecas como la hemoglobina (Hb) 
contribuyen a este fenómeno. En este sentido, un elegante estudio de espectroscopía 
SERS sobre la interacción de NPs de oro y plata con RBCs 22 indica la interacción de las 
NPs con estas células así como con las proteínas Hb y con otros componentes de los 
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glóbulos rojos. Los autores concluyen que el uso de esta información espectral ayudará 
a aprender más sobre el papel de la membrana del eritrocito en la absorción de la NP. 
Así, es de gran interés estudiar la interacción de Hb con diferentes NPs y esta proteína 
se ha elegido en el presente estudio como un caso para la caracterización del complejo 
bioquímico proteína-AuNP. Ha habido intentos previos para estudiar los bioconjugados 
formados con Hb y NPs de plata, 22-28 pero ninguno de ellos se ha dirigido al 
comportamiento en disolución acuosa bajo diferentes condiciones de pH para examinar 
la estabilidad frente a la agregación.  
La electroquímica directa de proteínas redox es difícil de llevar a cabo en los 
electrodos de trabajo convencionales debido, por una parte, a que los centros activos 
se encuentran muy internos en la estructura tridimensional de la proteína y, por otra, a 
la orientación desfavorable que adoptan estas con respecto a la superficie del electrodo. 
Para acelerar la velocidad de transferencia electrónica, se han usado electrodos 
modificados de diferente forma para acortar la distancia entre los centros activos y los 
electrodos dirigiendo a la proteína a inmovilizarse en la orientación adecuada.29-31 En 
este sentido, los materiales nanoestructurados y los NMs de diferente naturaleza y 
morfología se están utilizando actualmente para modificar electrodos aprovechando la 
ventaja de su alta conductividad, gran área superficial y buena biocompatibilidad, para 
facilitar la transferencia electrónica de las proteínas redox.29 El reto es desarrollar un 
sistema apropiado para la inmovilización de la proteína redox, de forma que la velocidad 
de transferencia electrónica aumente con respecto a los sustratos metálicos clásicos.  
La Hb es una metaloproteína típica con una estructura cuaternaria que contiene 
cuatro cadenas polipeptídicas (cadenas globina) y un grupo hemo en cada unidad de 
cadena globina. Sin embargo, como proteína intrínseca, 32, 33 Hb no tiene una proteína 
redox como pareja para intercambio electrónico y, por tanto, puede carecer de caminos 
de túnel electrónico dentro de su propia estructura. Esta podría ser la razón de su 
ineficiente transferencia electrónica cuando se estudia usando un electrodo desnudo. 
Aun así, la electroquímica directa de Hb se ha conseguido en diferentes electrodos 
modificados usando biopolímeros,34, 35 membranas 36 y nanocompositos.37, 38  
Los conjugados proteína-NP, en particular aquellos formados con AuNPs, se han 
usado ampliamente para diferentes aplicaciones.39 La buena biocompatibilidad de 
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AuNPs 40 junto con la fácil química de modificación,41-43 sus propiedades únicas ya 
citadas y la posibilidad de cargar alta cantidad de proteínas, hacen de ellos muy buenos 
candidatos para probar la capacidad de facilitar la transferencia electrónica de la 
proteína Hb.44 
En el presente trabajo, se ha llevado a cabo un estudio de los bioconjugados 
formados al mezclar Hb con AuNPs protegidas por aniones citrato (c), 6-mercaptopurina 
(MP) y ácido ω-mercaptoundecanoico (MUA). La caracterización de bioconjugados se 
lleva a cabo usando técnicas espectroscópicas tales como UV-visible y ATR-IR, dispersión 
dinámica de luz y medidas de potencial zeta y electroquímicas como la 
voltamperometría cíclica. En este trabajo se ha puesto interés en la evaluación de la 
estabilidad de los bioconjugados formados con AuNPs protegidas con capas 
superficiales de diferente identidad química, los cambios conformacionales en la 
estructura de la proteína al interaccionar con las NPs y cómo esto se influye por el pH 
de la disolución. Además, se ha estudiado la funcionalidad de la proteína examinando la 
respuesta redox del bioconjugado depositado en un electrodo de carbón vitrificado, así 
como las propiedades electrocatalíticas de la Hb frente a peróxido de hidrogeno y 
oxígeno. 
3.2. Experimental. 
3.2.1. Reactivos.  
Hemoglobina, de sangre de bovino (Hb), 6-mercaptopurina (MP), ácido ω-
mercaptoundecanoico (MUA) y NaOH fueron adquiridas en Sigma-Aldrich. HAuCl4·3H2O 
se preparó, usando un procedimiento de la literatura,45 a partir de oro metálico del 
99.99% de pureza y fue almacenado en congelador a −20 °C. El resto de los reactivos 
fueron de Merck (grado analítico). Todas las disoluciones se prepararon con agua 
desionizada producida por un sistema Millipore. 
3.2.2. Síntesis de cAuNPs.  
La preparación de nanopartículas de oro (AuNPs) se ha llevado a cabo siguiendo el 
método clásico que consiste en la reducción del ácido tetracloroaúrico por aniones 
citrato los cuales actúan como agente reductor, decapante y estabilizador del coloide.46-
48 El procedimiento se lleva a cabo como sigue (Esquema 1): 50 mL de disolución acuosa 
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de HAuCl4 1 mM se calientan en un sistema de reflujo con agitación vigorosa hasta 
observar la ebullición del líquido. En ese momento se añaden 5 mL de una disolución 
acuosa de citrato trisódico 38.8 mM, observándose un cambio en el color de la mezcla 
desde amarillo a incoloro, después a azul oscuro y finalmente a rojo vino. Al alcanzar la 
coloración rojiza, se retira la mezcla del calefactor y se deja enfriar con agitación. La 
preparación coloidal resultante se almacena en un frasco de vidrio opaco. Las 
nanopartículas así preparadas, cAuNPs, son estables varios meses. 
 
 
Esquema 1. Procedimiento de síntesis de cAuNPs. 
3.2.3. Modificación de AuNPs con monocapas autoensambladas. 
La preparación de MP-AuNPs y MUA-AuNPs se ha realizado por modificación 
superficial de cAuNPs utilizando MP o MUA y aprovechando la estrategia de formación 
de monocapas autoensambladas sobre la superficie del oro. Para ello se añade un 
exceso de unas 10 veces del mercaptoderivado a la disolución de cAuNPs, teniendo en 
cuenta la cantidad necesaria para formar una monocapa completa. La mezcla se 
mantiene bajo agitación durante 12 horas y el exceso de reactivos se elimina mediante 
diálisis frente a disoluciones de 10 mM NaOH. La formación de la monocapa 
autoensamblada es concomitante con el desplazamiento de los aniones citrato de la 
superficie de las AuNPs, lo que se ha demostrado mediante espectroscopia FT-IR.41, 43 




Esquema 2. Procedimiento de modificación de cAuNPs con MP y MUA. 
 
3.2.4. Formación de los Bioconjugados. 
Para evitar la agregación, los bioconjugados se han formado mezclando las cantidades 
apropiadas de AuNPs y proteínas en disolución acuosa a pH 12 e incubando a una 
temperatura de 4 °C por al menos 30 min.44 Las disoluciones stock de los bioconjugados 
se han usado en los diferentes experimentos diluyendo en el tampón de interés o 
centrifugando para obtener preparaciones más concentradas. Los estudios de la 
influencia del pH se han llevado a cabo mediante experimentos de valoración 
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3.3. Resultados y discusión. 
Las AuNPs sintetizadas según la metodología descrita en la sección 3.2.2. poseen una forma 
próxima a la esférica y, por tanto, muestran un espectro UV-visible característico en la región 
próxima a los 520 nm, banda de absorción conocida como de plasmon superficial localizado 
(LSPR). Esta característica permite una caracterización fisicoquímica muy interesante que ofrece 
información diversa sobre cuestiones como la estabilidad en disolución acuosa bajo diferentes 
condiciones experimentales y sobre la posibilidad de interacción con moléculas de diferente 
tamaño y propiedades. Por tanto, en este trabajo, se lleva a cabo un estudio mediante esta 
técnica espectroscópica con el objeto de tener una evaluación inicial de las propiedades de los 
sistemas que se prepararan a partir de estos nanomateriales. 
3.3.1. Caracterización mediante espectroscopia UV-visible de los sistemas derivados 
de c-AuNPs con diferentes capas protectoras y de los bioconjugados Hb-AuNPs. 
El procedimiento clásico de síntesis descrito en la sección experimental permite 
obtener dispersiones estables de AuNPs que además presentan un tamaño muy 
homogéneo, es decir, un alto índice de monodispersidad. Como se muestra en la Figura 
1, el espectro UV-visible de una disolución acuosa a pH neutro, que contiene cAuNPs, 
muestra una banda LSPR con máximo a 520 nm que corresponde a formas esféricas con 
un diámetro de entre 13 y 15 nm.49 
 
Figura 1. Espectro UV-Visible de cAuNPs. 
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Esta metodología de síntesis produce AuNPs que se encuentran protegidas por 
capas de aniones citrato que se usan en el procedimiento de síntesis y que actúan tanto 
como agente reductor como decapante. Estos aniones citrato, débilmente unidos a la 
superficie del núcleo de oro, confieren la estabilidad debido a la presencia de 
interacciones repulsivas entre las unidades que presentan carga superficial negativa. 
Con el objeto de estudiar, por una parte, la integridad de la capa protectora de citrato 
y, por otra, la influencia de la naturaleza química de otras capas superficiales en la 
posible formación de bioconjugados, se ha llevado a cabo la modificación de la superficie 
utilizando la estrategia de autoensamblado molecular (self-assembled-monolayer: SAM) 
utilizando moléculas de MP y MUA. Para formar estas SAMs sobre la superficie de las 
AuNPs es necesario desplazar la capa existente de citrato sobre la partícula. Esta 
operación de intercambio de ligandos es factible debido, fundamentalmente, a la unión 
débil comentada más arriba de la capa aniónica. Las condiciones experimentales que se 
utilizan para llevar a cabo el procedimiento de intercambio de ligandos se eligen de 
manera que las SAMs se formen de manera concertada y no se produzca la 
desestabilización de la dispersión durante el intercambio. Para ello se elige una 
disolución de intercambio en medio alcalino que garantiza la presencia de carga 
negativa en el coloide. Así, se obtienen preparaciones de MP- y MUA-AuNPs que son 
estables en disoluciones 10 mM de NaOH. Como puede observarse en los espectros de 
absorción que se muestran en la Figura 2, la presencia de una capa superficial unida 
fuertemente a la superficie del oro provoca un pequeño cambio en la posición de la 
banda LSPR con respecto a cAuNPs de unos pocos nanómetros. Este desplazamiento de 
la banda se debe al cambio en la constante dieléctrica del medio que rodea a las 
AuNPs.50  




Figura 2. Espectros UV-visible normalizados de c-, MP- y MUA-AuNPs en tampón fosfato 10 
mM, pH 7.4. Insert: Vista ampliada de la región del máximo de los espectros para resaltar los 
cambios en el máximo de las bandas LSPR. 
 
El análisis preciso de los posibles cambios en los espectros de los bioconjugados 
puede hacerse si se conoce bien el comportamiento de los sistemas aislados. Por tanto, 
es necesario estudiar, en primer lugar, el comportamiento de la proteína libre bajo 
condiciones experimentales similares y, para ello, se ha llevado a cabo un estudio del 
comportamiento de Hb en medio acuoso mediante espectroscopia UV-visible. En la 
Figura 3 se recogen los espectros de disoluciones de Hb a diferentes pH.  
 
Figura 3. Espectros UV-visible de Hb 3 µM en tampón fosfato 10 mM a diferentes pH. 
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El espectro de Hb en medio neutro, muestra bandas localizadas a 279 nm (debida a 
los residuos de Trp y Tyr de la cadena polipeptídica), 349 nm (banda ), 406 nm (banda 
Soret característica de la porfirina, transición electrónica permitida →*), 500 y 630 
nm (bandas Q).51 Estas características se mantienen en un amplio intervalo de pH en la 
región neutra pero, tanto en medio ácido como alcalino, se observan cambios 
importantes, fundamentalmente en la banda Soret cuyo máximo se desplaza hacia 
mayores o menores longitudes de onda, cambio que se acompaña de la disminución de 
la absorbancia. 
La formación del bioconjugado Hb-cAuNP se realiza mediante la adición de 
cantidades determinadas de proteína a una disolución de cAuNPs y, los cambios que se 
producen se monitorizan mediante espectroscopia UV-visible. La Figura 4 muestra los 
espectros obtenidos para una disolución de cAuNPs en presencia de concentraciones 
crecientes de Hb. A relaciones molares de Hb/cAuNP mayores de 200/1, la banda LSPR 
se mantiene constante mostrando un desplazamiento de 6 nm con respecto a la señal 
de AuNPs en ausencia de proteína. Este desplazamiento se toma como evidencia de la 
formación de una corona de proteínas.52, 53 Como se ha indicado más arriba, la presencia 
de una capa molecular en el entorno inmediato de la nanopartícula, con un valor de 
constante dieléctrica y/o espesor diferentes da lugar a cambios en la posición de la 
banda.  La señal observada a 406 nm corresponde a la banda Soret de Hb, típica de met-
Hb, que es la especie estable en tampón de fosfato 10 mM a pH 7.4.  
 




Figura 4. Espectros UV-visibles de Hb-cAuNPs a diferentes relaciones molares de Hb/cAuNPs, 
en tampón fosfato 10 mM a pH 7.4. 
 
En el caso de los bioconjugados formados por MP- y MUA-AuNPs se ha observado 
un comportamiento similar al encontrado con c-AuNPs, por lo que los estudios 
posteriores se llevan a cabo utilizando la relación molar 200/1 para garantizar que se 
forma la corona de proteínas y evitar la influencia de un exceso de proteína libre en 
disolución. En la Figura 5 se recogen algunos espectros UV-visible significativos de los 
bioconjugados c-, MP- y MUA-AuNPs-Hb a diferentes pH. 
 
 
Figura 5. Espectros UV-visible de c-, MP- y MUA-AuNPs-Hb a diferentes pH. 
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Como puede observarse, en los tres casos se obtiene una banda LSPR en torno a 
528 nm en la zona de medio alcalino. Al alcanzarse la región de pH neutro, la banda se 
desplaza a longitudes de onda más largas, aumentando la anchura a la vez que empieza 
a disminuir en absorbancia. Este fenómeno es una clara evidencia de la agregación de 
los bioconjugados. En la Figura 6 se recogen las variaciones de la longitud de onda de los 
máximos de las bandas LSPR tanto en ausencia como en presencia de la proteína para 
los tres bioconjugados estudiados. El comportamiento de las AuNPs en función del pH 
se ha visto 53 que está causado por el estado de carga de la superficie de la partícula y, 
por tanto, depende fuertemente de la naturaleza de las moléculas que forman la capa 
protectora. Así, en el caso de c-AuNPs la banda LSPR no cambia con el pH hasta que la 
disolución se vuelve fuertemente ácida, coincidiendo con la primera constante de 
disociación de la molécula de ácido cítrico (pK1  2) donde se observa un desplazamiento 
abrupto hasta alcanzar los 630 nm, concomitante con la agregación de las c-AuNPs. En 
el caso de MP-AuNPs se ha visto que estas nanopartículas son estables en medio alcalino 
debido a las cargas negativas de las moléculas de MP que muestran un pK de disociación 
en torno a pH 6.41, 42 Por último, las MUA-AuNPs han demostrado ser uno de los sistemas 
más estables en disolución acuosa. De hecho, la banda LSPR cambia de acuerdo con el 
pK de disociación del grupo carboxílico de MUA pero el desplazamiento es mucho menor 
que en los casos anteriores, lo que estaría de acuerdo con una menor tendencia a la 
agregación de estas partículas ( = 116, 124 y 55 nm para c- MP- y MUA-AuNPs, 
respectivamente). Por tanto, la protección superficial de las nanopartículas les confiere 
un comportamiento en cuanto al punto de inflexión y al desplazamiento de la banda 
LSPR que depende fuertemente de la naturaleza de las moléculas que forman la capa 
protectora. Sin embargo, los correspondientes bioconjugados muestran un 
comportamiento muy similar. De hecho, los desplazamientos obtenidos son de 38, 32 y 
34 nm y los puntos de inflexión de 6.3, 6.5 y 6.5 para los bioconjugados formados por c-
, MP- y MUA-AuNPs, respectivamente. Estos detalles dan cuenta de la formación de una 
corona de Hb en la superficie de la nanopartícula con una estructura global que es 
independiente de la modificación superficial previa de la nanopartícula, y que el 
fenómeno de agregación tiene lugar cuando cambia la carga global del bioconjugado. 
 




Figura 6. Cambios de la longitud de onda LSPR en función del pH de la solución. (a) Rojo: 
cAuNPs; Azul: Hb-cAuNPs. (b) Rojo: MP-AuNPs; Azul: Hb-MP-AuNPs. (c) Rojo: MUA-AuNPs; 
Azul: Hb-MUA-AuNPs. La titulación del pH se realizó a una relación molar Hb/AuNP de 200/1, 
en tampón fosfato 10 mM. 
 
Es interesante tener en cuenta algunos aspectos relacionados con la conformación 
de la proteína Hb. Uno de los detalles más característicos es la posición de la banda Soret 
que, para met-Hb se observa a 405 nm. En esta especie, el Fe hémico se encuentra 
formando un complejo hexa-coordinado de alto espín, estando la sexta posición 
ocupada por una molécula de H2O. Como se puede observar en la Figura 3, la banda 
Soret se mantiene a 405 nm desde medio ácido suave a básico, donde se observa un 
cambio a 411 nm con una inflexión a pH  9. Este cambio se ha descrito que se produce 
por la disociación de la molécula de H2O en el complejo para dar un grupo enlazado OH-
.54  
Se han monitorizado también los cambios en la banda Soret de Hb formando parte 
del bioconjugado y éstos se representan en la Figura 7 junto con los de la proteína libre. 
Solo en el caso del bioconjugado formado por MUA-AuNPs, la banda Soret se desplaza 
a partir de pH neutro describiendo una inflexión a 7.7, más de una unidad de pH más 
baja que en la proteína libre. Sin embargo, tras la disociación de la molécula de agua 
coordinada con el grupo hemo, la longitud de onda comienza a disminuir y alcanza el 
valor de 407 nm. En el caso de c-AuNP y MP-AuNP-Hb, el cambio en la banda de Soret 
tiene lugar a un valor de pH cercano al de la proteína libre, aunque el valor final es menor 
y coincide con el de los bioconjugados de Hb-MUA-AuNP. Aunque estos cambios solo 
están relacionados con la estructura de la región del hemo, podrían indicar que la 
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interacción de Hb con la superficie de las nanopartículas protege el entorno del hemo 
contra los cambios con el pH de la solución. El diferente comportamiento observado 
para los bioconjugados MUA-AuNP-Hb podría explicarse por una orientación diferente 
de la proteína, probablemente debido a las cargas negativas en la superficie de MUA-
AuNPs en este intervalo de pH. 
 
 
Figura 7. Cambios de la banda Soret con la longitud de onda de: Rojo: Hb libre; Negro: c-
AuNPHb; Verde: MP-AuNP-Hb. Azul: MUA-AuNP-Hb. 
 
3.3.2. Caracterización mediante dispersión dinámica de luz (DLS) y medidas de 
potencial Z. 
Una herramienta potente para la determinación del tamaño de las nanopartículas 
en disolución es la técnica de dispersión dinámica de luz (DLS). En el presente trabajo se 
ha utilizado esta metodología para poner de manifiesto la formación del bioconjugado 
y, asimismo, para detectar la existencia de cualquier fenómeno de agregación. Este 
estudio se ha realizado registrando el diámetro hidrodinámico (DH) de las AuNPs tanto 
en ausencia como en presencia de la proteína, es decir, formando el bioconjugado. En 
la Figura 8 se recoge una medida del diámetro de cAuNPs y cAuNP-Hb. Se observa un 
único pico en cada caso, indicando que el sistema bajo estudio es monodisperso. Los 
valores de diámetro obtenidos son 33 nm y 95 nm para cAuNPs y cAuNP-Hb, 
respectivamente. Estos valores son mayores que los obtenidos mediante TEM, lo que 
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está de acuerdo con que los valores del diámetro hidrodinámico son siempre mayores 
que los obtenidos en las micrografías TEM. 
 
Figura 8. Distribución de diámetros hidrodinámicos de cAuNPs y cAuNP-Hb medidos en 
intensidad. 
 
Se ha llevado a cabo esta determinación en función del pH. Como se observa en la 
Figura 9, el tamaño de las c-AuNPs se mantiene constante desde medio alcalino hasta 
débilmente ácido. Sin embargo, a pH < 5, se observa un aumento del tamaño que debe 
corresponder a la formación de agregados. Si se tienen en cuenta los valores de pK del 
ácido cítrico, la reducción de carga negativa que se produce al bajar el pH de la 
disolución, provocaría bien la disminución de las fuerzas de repulsión o la propia 
desorción de los aniones de la superficie de las cAuNPs.55 Los bioconjugados siguen una 
tendencia similar, mostrando un valor de DH mayor que para las c-AuNPs, lo que indica 
de nuevo la formación de la corona de proteínas alrededor de la misma. Sin embargo, 
en este caso, la agregación tiene lugar de forma súbita a pH 6. Esto está de acuerdo con 
los resultados UV-visible que muestran un desplazamiento de la banda LSPR a mayores 
longitudes de onda en ese intervalo de pH. Hay que destacar que la tendencia que se 
observa indica la formación de grandes agregados que, conforme disminuye el pH se 
hacen de menor tamaño. En la Figura 9 se aprecia una curva de caída que se hace 
estacionaria a pH < 3. Este efecto se observa también con las c-AuNPs aunque en menor 
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extensión y, de hecho, es un resultado aparente. Una pista importante de lo que puede 
estar ocurriendo se obtiene si se comparan los espectros UV-visible de los 
bioconjugados en este intervalo de pH. Como puede observarse en los espectros que se 
recogen en el insert de la Figura 9, la absorbancia de la banda LSPR a pH 3 es menor que 
la de las bandas que se registran a pHs 5 y 8. La explicación de este efecto podría ser que 
la técnica DLS mide los agregados más grandes que se forman en un primer momento 
pero conforme va pasando el tiempo del experimento de valoración estos agregados 
precipitan y solo permanecen en disolución los agregados de menor tamaño que 
tardarían más tiempo en precipitar. Por tanto, el espectro tomado a pH 3 así como el 
diámetro hidrodinámico medido en esas condiciones solo correspondería a los 
agregados de menor tamaño que aún permanecerían en disolución. De estos resultados 
cabe concluir que los bioconjugados se forman y son estables en disoluciones alcalinas 
y neutras pero que a pHs más bajos se agregan continuando en disolución solo aquellos 
con menores tamaños y menor tendencia a la precipitación.   
 
Figura 9. DLS (parte inferior) y potenciales zeta (parte superior) obtenidos en la valoración de 
cAuNPs, Hb y Hb-cAuNPs en función del pH. Insert: espectros UV-visible del bioconjugado a 
diferentes pH. Las flechas de colores en las curvas de valoración se han dibujado en el mismo 
color que los espectros para señalar los pH a los que se han registrado los espectros. 
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Se ha llevado a cabo en paralelo una valoración de potencial Z de estos sistemas. La 
valoración de la proteína libre, partiendo desde medio alcalino, da un valor de -34 mV 
que se mantiene prácticamente constante hasta alcanzar medio neutro en que empieza 
a subir lentamente hasta alcanzar valores positivos (+32 mV). Esta curva, con forma 
sigmoidal, define una inflexión que debe coincidir con el punto isoeléctrico (pI) de la 
proteína y que da un valor de 6.3, de acuerdo con los datos de la literatura. Por otra 
parte, la dispersión de c-AuNPs muestra un potencial Z de -50 mV en medio alcalino, de 
acuerdo con la presencia de aniones citrato protegiendo la superficie que, bajo estas 
condiciones de pH, se encuentran completamente disociados. Este valor de potencial Z 
negativo se mantiene hasta que se alcanzan los valores de pH en que los aniones citrato 
se protonan hasta alcanzar la neutralización. Se obtiene un valor de pI = 3.8. Finalmente, 
el bioconjugado cAuNP-Hb muestra un comportamiento intermedio entre el de la Hb 
libre y las cAuNPs, cambiando desde -44 mV en medio alcalino a +35 mV en medio ácido. 
El pI obtenido para el bioconjugado es 4.9, más de una unidad de pH más bajo que el de 
la proteína libre, lo que indica que las cargas positivas de la proteína están parcialmente 
neutralizadas u ocultas en la conformación que adoptan en la corona de proteínas. 
Es interesante destacar el comportamiento paralelo que se observa en las medidas 
de DLS y potencial Z, produciéndose la formación de agregados de forma concomitante 
con la pérdida de carga superficial negativa. 
3.3.3. Caracterización mediante espectroscopia Infrarroja (Attenuated total reflection 
infrared spectroscopy (ATR)). 
La espectroscopia IR es una herramienta altamente sensible cuando se emplea 
para estudiar la estructura secundaria de proteínas, en particular, cuando se examinan 
las bandas características amida I y amida II. La banda amida I, que se obtiene en la 
región de 1600-1700 cm-1, se atribuye a las vibraciones de tensión C=O de los enlaces 
peptídicos del esqueleto de la proteína, mientras que la amida II, observada a 1500-1600 
cm-1, corresponde a la combinación de las vibraciones de flexión NH y de tensión CN. La 
amida I es sensible a las estructuras secundarias del péptido tales como hélice-α, lámina-
β y giro-β, ya que las correspondientes energías de las bandas dependen de la fuerza del 
enlace de hidrógeno que se forma entre las unidades amida que presentan una 
conformación diferente.56-58 
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Las moléculas de Hb nativa muestran bandas de IR a 1651 y 1545 cm-1 para las 
bandas amida I y amida II, respectivamente (Figura 10), con una relación de intensidad 
de las bandas amida I/II igual a 1.2. Ya que los modos de vibración de las amidas I y II 
son perpendiculares entre sí, la relación entre las intensidades de estas bandas 
proporciona una forma cualitativa de conocer los cambios en la conformación y 
orientación de la proteína.59, 60 Tras la formación de los bioconjugados, la banda amida 
I no cambia apreciablemente, pero la amida II muestra un aumento en la intensidad que 
proporciona una relación de intensidad de 1.1, 1.05 y 1.05 para los bioconjugados 
formados por MUA-, c- y MP-AuNPs respectivamente. La similitud entre los 
bioconjugados y la proteína libre indican que la conformación de Hb no cambia cuando 
se une a las nanopartículas. 
 
Figura 10. Espectros infrarrojos ATR de Hb y los bioconjugados en la región de las bandas 
amida I y II. (Hb) = 1.5 µM; (AuNP) = 5 nM. En tampón fosfato 10 mM a pH 7.4. 
 
Los bioconjugados Hb-AuNPs se han formado utilizando una relación molar de 
proteína/nanopartícula de 300/1. Como se explicará más abajo, esta relación representa 
la cantidad de moléculas de proteína que podrían formar parte de la corona de Hb. En 
estas condiciones, la señal obtenida correspondería a las proteínas que están en 
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contacto cercano con las AuNPs, evitando la interferencia de las que se encuentran 
libres en disolución. Los espectros se muestran en la Figura 10 y, como puede 
observarse, además de las bandas amida I y II se observan bandas a 1455 y 1396 cm−1 
que se asocian con la flexión C−H y la combinación de las vibraciones de flexión C−N y 
C−H, respectivamente. 
Se ha analizado la banda amida I utilizando un proceso de ajuste no lineal mediante 
el uso de curvas gaussianas (Figura 11). Los parámetros han sido elegidos por auto-
deconvolución y análisis de la segunda derivada. En todos los casos estudiados, los 
parámetros elegidos concuerdan con los de la literatura. Se han elegido los siguientes 
parámetros para ajustar los espectros: 1651-1658 cm-1, α-hélice, 1618-1642 cm-1, 
lámina-β, 1666-1688 cm-1, giros, 1618-1623 cm-1 (T), agregados intermoleculares (A1), 
1683-1689 cm-1, agregados intramoleculares (A2).56 El aumento en el motivo A1 puede 
facilitarse en un entorno de abundancia de proteínas. De hecho,  ya que los enlaces de 
H pueden formarse entre los grupos C=O y NH de cualquier cadena polipeptídica con la 
que entren en contacto, la consecuencia es que, cuando las proteínas se sitúan para 
formar la corona, se forman muchos enlaces de hidrógeno entre las cadenas 
polipeptídicas vecinas, dando lugar a agregados estables que no tienen por qué provocar 
el desplegamiento de la cadena proteica.61 
Para profundizar en los posibles cambios en la estructura de la proteína al formar 
los bioconjugados se ha llevado a cabo un estudio mediante deconvolución de los 
espectros obtenidos en condiciones de pH neutro (antes de sufrir el fenómeno de 
agregación) y ácido (después de agregarse). La Figura 11 muestra los espectros 
correspondientes a Hb libre y formando el bioconjugado realizados en tampón fosfato 
10 mM a pH 7.4 y 4. Existen pequeñas diferencias en los parámetros obtenidos en el 
procedimiento de ajuste (Tabla 1). Hay que tener en cuenta que los bioconjugados son 
muy estables en disolución a pH 7.4 (ver Figura 5) y no se esperan grandes cambios en 
la estructura de la proteína. Sin embargo, si éstos se forman a pH 4, el sistema 
experimenta una agregación moderada, como también se observa en la Figura 5. Como 
se puede ver, la señal de amida I para los bioconjugados a pH 4 aumenta en intensidad 
aproximadamente 2.5 veces con respecto a la señal correspondiente a la proteína libre 
obtenida para una misma concentración. Este aumento se debe al efecto SEIRAS 
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producido probablemente, tanto por la interacción de la proteína con la nanopartícula 
en el bioconjugado, como por la presencia de los agregados que forman un sistema 
nanoestructurado cerca de la superficie del cristal de germanio utilizado en la técnica 
ATR. Este efecto, que está ausente a pH 7, debe ser la razón de la ausencia de efecto 
SEIRAS bajo estas condiciones. 
 
Figura 11. Espectros ATR-IR de Hb y Hb-cAuNPs a pH 7.4 y pH 4.   (Hb) = 1.5 µM; (cAuNP) = 5 
nM. Se muestran los datos experimentales (), suma de contribuciones (); A1 ();  
();  (); T (); A2 () (componentes nombradas como en Tabla 1). 
 
Además del efecto SEIRAS, se puede observar un pequeño cambio en la forma 
de la banda amida I. De hecho, el análisis de deconvolución (Tabla 1) indica que las 
proteínas que forman los bioconjugados a pH 4 pierden algo de la estructura de la hélice-
α, mientras que se observan pequeños aumentos en el contenido de la lámina-β junto 
con el componente A1. Este último efecto puede ser el resultado de interacciones más 
fuertes entre proteínas, probablemente a través de enlaces de hidrógeno entre las 
cadenas expuestas de las moléculas de Hb individuales en el estado agregado. Es 
interesante destacar que el contenido de hélice-α no cambia significativamente, en 
contraste con la importante transformación de la hélice-α a lámina-β observada en el 
caso del bioconjugado Hb-AgNP reportada en bibliografía.61 
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3.3.4. Caracterización mediante microscopia electrónica de transmisión (TEM) 
Para comprobar si los estados de agregación intuidos a partir de las diferentes 
técnicas estructurales estudiadas hasta aquí se obtienen realmente, se ha llevado a cabo 
un estudio mediante microscopia electrónica de transmisión. Las micrografías obtenidas 
para cAuNPs o cAuNP-Hb se muestran en la Figura 12. Puede observarse que mientras 
que las cAuNPs se agregan en alguna extensión al depositarse sobre la rejilla de cobre, 
los bioconjugados aparecen bien separados, probablemente debido a la presencia de la 
película de proteína que forma la corona. 
 
 
Figura 12. Micrografías TEM de cAuNPs (izquierda) y cAuNP-Hb (derecha) tomadas con dos 
resoluciones diferentes. 
3.3.5. Caracterización mediante técnicas electroquímicas. 
Ya que la proteína Hb posee un grupo prostético con propiedades redox, el grupo 
hemo, se ha realizado un estudio electroquímico de los bioconjugados para así poder 
examinar si las propiedades electroquímicas de la proteína se afectan por la interacción 
con las AuNPs.  
El estudio electroquímico se ha llevado a cabo partiendo de los bioconjugados ya 
formados y estabilizados en disolución. Una vez transcurrido el tiempo necesario para 
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ello, se depositan unas gotas de la preparación sobre la superficie de un electrodo de 
carbón vítreo (GC) (Esquema 3) y se permite que se evapore el agua, quedando formada 
una película sobre la superficie del electrodo.  
 
Esquema 3. Preparación del electrodo GC modificado con bioconjugados. 
 
El electrodo preparado en estas condiciones se sumerge en la disolución en la que 
se pretende realizar la medida electroquímica. Esta determinación se realiza también 
con la proteína libre con el objeto de encontrar la influencia que ejerce el nanomaterial 
sobre la respuesta electroquímica de la misma. En contraste con lo que se observa con 
la proteína libre, que no produce señal electroquímica bajo las mismas condiciones 
experimentales, los bioconjugados muestran una respuesta reversible cuando se mide 
mediante voltamperometría cíclica (VC) (Figura 13). El bioconjugado cAuNP-Hb exhibe 
un par de picos bien definidos a -0.351 y -0.389 V vs. SCE que pueden atribuirse a la 
transferencia electrónica directa entre Hb y la superficie del electrodo GC subyacente, 
mediada por los cAuNPs. El potencial formal, Eo’, obtenido es de -0.37 V y está de 
acuerdo con estudios previos sobre la electroquímica directa de Hb mediante el uso de 
AuNPs mezcladas con MWCNTs,62 fibroína de seda,63 electrodos de pasta de carbono,37 
y núcleos nanoestructurados de Fe3O4,64 o polielectrolito catiónico,65 compósito de 
óxido de zinc/grafeno con estructura tipo flor,66 película de celulosa compuesta con poli 
(etilenglicol-diglicidil-éter),67 aerogel de carbono,68 multicapas de quitosano y grafeno,69 
entre otros. 
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La alta solubilidad de los bioconjugados de Hb-AuNP provoca que, una vez que estén 
en contacto con la solución de electrolito, tiendan a solubilizarse y la respuesta 
electroquímica desaparezca en los ciclos sucesivos. Para evitar esto, una vez que se seca 
la cantidad depositada del bioconjugado, se aplica una película delgada de Nafion sobre 
el material adsorbido y seco en la superficie del electrodo. En estas condiciones, la señal 
electroquímica se mantiene después de horas de ciclo continuo (Figura 13). 
 
 
Figura 13. VCs de Hb () y cAuNP-Hb depositados en un electrodo GC en tampón fosfato 50 
mM, pH 7.4. La señal () se obtuvo inmediatamente después de la inmersión del electrodo 
en la disolución tampón y () después de 1 h de ciclado (protección con película de Nafion). 
 
Es interesante notar que la separación de los potenciales de pico (ΔEp) es de 38 mV 
(a 0.1 V/s), lo que indicaría que las AuNPs facilitan la transferencia electrónica del par 
redox Hb(Fe(III/II)). Para los tres bioconjugados formados a partir de c-, MUA- y MP-
AuNPs, la separación entre los potenciales anódico y catódico está en torno a 30-40 mV, 
de nuevo como es típico para un proceso de transferencia electrónica rápida y cuasi 
reversible. 
Se ha investigado la influencia de la velocidad de barrido en la respuesta 
electroquímica de los bioconjugados. Los resultados se muestran en la Figura 13 para 
cAuNP-Hb.  
 




Figura 14. VCs de cAuNP-Hb depositados en un electrodo GC en función de la velocidad de 
barrido en tampón fosfato 50 mM a pH 7.4. 
 
Puede observarse la presencia de un par de picos cuasi reversibles bien definidos 
en los VCs a todas las velocidades ensayadas. Las intensidades de los picos catódico y 
anódico, obtenidas una vez eliminada la corriente de carga, son prácticamente iguales y 
varían linealmente con la velocidad de barrido (Figura 15), como es de esperar para 




∙ 𝐴 ∙ Γ𝑣       (1) 
 
Figura 15. Representación de la corriente de los picos catódico y anódico de los VCs de la Figura 
13, en función de la velocidad de barrido. 
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La representación logarítmica de estas magnitudes da un valor de pendiente 
cercana a la unidad (0.9 y 1.03), indicando que se trata de un proceso electroquímico 
con control superficial (ecuación 1), como es de esperar, ya que los bioconjugados 
quedan atrapados bajo la película de Nafion.  
 
Figura 16. Representación logarítmica de la corriente de los picos catódico y anódico de los VCs 
de la Figura 13, en función de la velocidad de barrido. 
 
En la Figura 17 se recogen los picos catódicos una vez que se ha sustraído la 
corriente de carga y, como puede observarse, presentan una alta simetría. 
 
 
Figura 17. Señales voltamperométricas de la corriente catódica después de restar el fondo en 
los VCs de los bioconjugados cAuNS-Hb a diferentes velocidades de barrido. 
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A partir de estos datos se puede realizar un análisis del proceso electroquímico y 
con ello evaluar las características de los picos anódicos y catódicos. En estos sistemas, 
la carga involucrada en el proceso de transferencia electrónica se puede determinar a 
partir de la integración de los picos de los VCs. Los resultados de la determinación de la 
carga involucrada, Q, se muestran en la Figura 18, junto con los valores de la anchura a 
la mitad de la altura, W, en función de la velocidad de barrido. Este último parámetro 
tiene un valor oscilante entre 210 y 235 mV a bajas velocidades de barrido, pero a 
valores por encima de 10 V/s comienza a aumentar para mantenerse prácticamente 
constante a las más altas velocidades estudiadas. 
 
 
Figura 18. Representación de la anchura a la mitad de la altura (W) y la carga involucrada en el 
proceso catódico (Q) de las curvas voltamperométricas representadas en la Figura 16 para el 
bioconjugado cAuNR-Hb en función de la velocidad de barrido. 
 
Estos valores de semianchura de pico son mucho mayores que los esperados para 
un proceso redox monoelectrónico en fase adsorbida que presente características 
reversibles e ideales. Estas condiciones vienen dadas por la ecuación 2: 






⁡𝑚𝑉⁡𝑎⁡25⁡°𝐶   (2) 
Por tanto, el alejamiento del comportamiento actual con respecto al de las 
condiciones ideales es importante. Hay que señalar que el comportamiento ideal es 
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raramente observado en sistemas complejos como el del presente trabajo. La 
separación de la idealidad se ha explicado como consecuencia de la existencia de 
interacciones laterales entre especies electroactivas o por la existencia de una 
distribución espacial de centros redox en multicapas70 y por la presencia de sitios 
electroactivos no equivalentes.71 Se ha considerado también el efecto de doble capa que 
puede tener lugar en el caso de que la caída de potencial no tenga lugar dentro de la 
película de baja permitividad entre el electrodo y el plano redox. Por otra parte, se ha 
identificado una fuente de ensanchamiento de picos como consecuencia de una 
población heterogénea de proteínas adsorbidas debido a la falta de uniformidad en los 
microentornos de adsorción a través de la superficie, que puede dar lugar a una 
distribución de estados redox.72-74 hay que tener en cuenta que los modelos 
electrostáticos iniciales de la distribución de potencial interfacial asumen que los 
centros redox están todos localizados en el mismo plano, a una distancia dada desde la 
superficie del electrodo. Sin embargo, este no es siempre el caso. Así, cuando los centros 
redox se esparcen en una lámina tridimensional se obtienen voltamperogramas más 
anchos y asimétricos que reflejan una conversión redox layer-by-layer.75 
En el presente caso, la anchura de los picos sobrepasa con mucho el valor teórico 
esperado de 90.6 mV (Figura 18). La falta de idealidad en el sistema bajo estudio debe 
venir provocado por la presencia de diferentes microentornos en los nanomateriales 
que se encuentran rodeados de proteína Hb y que, a su vez, se encuentran 
empaquetados al depositarse sobre la superficie del electrodo. Además, la propia 
proteína Hb es un tetrámero que contiene 4 unidades (2  y 2 ) y cada una de ellas 
incluye un grupo hemo que es la especie electroactiva. No puede olvidarse tampoco que 
la comunicación redox entre la proteína y el electrodo se hace a través de las 
nanopartículas metálicas. 
Por otra parte, puede observarse (Figura 18) que la carga involucrada en el proceso 
catódico disminuye conforme aumenta la velocidad de barrido de forma drástica a bajas 
velocidades y que, por encima de 8 a 10 V/s, se hace constante. Este comportamiento 
se ha visto en otros sistemas y se ha explicado que se debe a la presencia de multicapas 
de proteínas adsorbidas en la superficie del electrodo y que, solo a bajas velocidades, 
pueden experimentar el proceso redox de manera eficiente. Sin embargo, cuando se 
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aumenta la velocidad de barrido, la densidad de carga disminuye hasta que se alcanza 
un valor constante, evidenciando que solo se produce el intercambio electrónico con la 
capa de proteína más próxima a la superficie del electrodo.74  
A partir de lo expuesto, se puede hacer un análisis de la situación, teniendo en 
cuenta la ecuación (3), que permite determinar el recubrimiento superficial (), si se 
conocen la carga y el área (A) involucradas. 76, 77 
𝑄 = n ∙ F ∙ 𝐴 ∙ Γ        (3) 
Los recubrimientos superficiales obtenidos mediante aplicación de la ecuación (3) 
se recogen en la Tabla 2. Para determinar este recubrimiento, como valor de área, se ha 
utilizado la superficie total de las AuNPs contenidas en los bioconjugados. 
Aprovechando el hecho de que la señal electroquímica es producida por la proteína Hb 
añadida en forma de bioconjugado, puesto que no se obtiene respuesta en ausencia de 
AuNPs (ver Figura 13), se puede atribuir la señal electroquímica solo a las unidades de 
Hb que forman parte del bioconjugado. Como se puede conocer la cantidad de 
bioconjugado atrapado debajo de la película de Nafion y el tamaño de las AuNPs está 
bien definido, el área superficial de oro se determina fácilmente (0.0149 cm2 en el 
presente experimento). En la Tabla 2 también se incluyen los recubrimientos aparentes 
y el número de moléculas de Hb por AuNP que dan la señal electroquímica obtenidos a 
baja (1) y alta (2) velocidad de barrido, para los tres bioconjugados estudiados en el 
presente trabajo, c-, MP- y MUA-AuNP-Hb. 
En un cálculo aproximado, utilizando las dimensiones reportadas para la proteína 
Hb de 6.5 x 5.5 x 5.0 nm,78 el área ocupada por una unidad de Hb tetramérica 
suponiendo una molécula con el eje largo paralelo a la superficie metálica es de 32-36 
nm2. Bajo estas condiciones, el recubrimiento superficial teórico de una monocapa es 
de 1.89 x 10-11 mol/cm2 (para monómeros de proteína) y, entonces, los valores 
experimentales corresponden a aproximadamente 9, 12 y 13 monocapas de proteína 
para c-, MP- y MUA-AuNPs respectivamente. Sin embargo, considerando la forma 
esférica de la nanopartícula y la influencia del aumento del radio en el número de 
moléculas que pueden acomodarse en las capas sucesivas, se puede determinar que la 
cantidad de Hb necesaria para formar las capas compactas alrededor de la AuNP es de 
15, 65 y 150 para la primera, segunda y tercera capas de corona respectivamente. Por 
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tanto, los resultados obtenidos indican que las dos primeras capas de proteína están 
siempre involucradas en el intercambio electrónico y, solo una porción de la tercera 
capa lo estaría siendo esta dependiente de la naturaleza de la capa protectora que porta 
la nanopartícula utilizada para construir el bioconjugado. Como puede extraerse de los 
datos incluidos en la Tabla 2, a altas velocidades de barrido, la porción de moléculas de 
Hb que se encuentran en la tercera capa no es capaz de contribuir a la señal 
electroquímica.  
Tabla 2. Recubrimientos superficiales (determinados como mol de electrones por cm2), número 
de moléculas de Hb (como tetrámeros) por unidad de bioconjugado y constantes de velocidad 
de transferencia electrónica de los bioconjugados a baja (1) y alta (2) velocidad de barrido. 
Bioconjugado 
Γ / mol∙cm-2 
(1) 






ks / s-1 
c-AuNP-Hb 1.7 × 10-10 0.8 × 10-10 155 77 277 
MP-AuNP-Hb 2.3 × 10-10 1.1 × 10-10 215 104 260 
MUA-AuNP-Hb 2.4 × 10-10 1.0 × 10-10 228 93 234 
  
La escala de tiempo que se requiere para cambiar el estado de oxidación de una 
especie redox confinada en la superficie involucra dos mecanismos complementarios. 
Por una parte, el mecanismo de transferencia de carga involucra la transferencia 
electrónica directa entre el electrodo y el sitio redox localizado a una distancia a la que, 
probablemente, debe actuar el efecto túnel. Por otra parte, la propagación de la 
reacción redox dentro de la película y más allá de la distancia túnel desde el electrodo 
requiere el intercambio de electrones entre sitios vecinos. Este proceso, conocido como 
transporte de carga, es de naturaleza difusiva y está asistido por los movimientos 
segmentales de la película polimérica y facilita que los sitios redox vecinos se acerquen 
lo suficiente como para que se produzca un evento de “electron hopping”.79 Las 
velocidades de transporte y transferencia de carga y su dependencia con las variables 
experimentales se han estudiado y se ha encontrado que los resultados obtenidos en 
Capítulo 3. Nanopartículas de oro esféricas 
111 
 
películas organizadas aleatoriamente no pueden extrapolarse al caso de multicapas 
ordenadas que exhiben la capacidad de controlar la naturaleza y la carga de las capas. 
El modelo de Laviron 70, 80 trata centros redox localizados en planos bien definidos, 
mientras que los casos reales tienen una distribución más homogénea. Un modelo más 
reciente 79 permite que el potencial varíe con la distancia del centro redox a la superficie 
del electrodo. La diferencia de potencial entre los picos de oxidación y reducción (Eo) 
a bajas velocidades de barrido aumenta al disminuir el coeficiente de difusión aparente 
Dap. Este efecto se asocia con las limitaciones en el transporte de carga. En este caso, 
Eo alcanza un valor constante a unos 58 mV, muy cerca del valor esperado para un 
sistema controlado por difusión. El modelo de Laviron que considera sitios redox 
localizados en planos paralelos al electrodo, predice una disminución de este valor al 
aumentar v. Esto ocurre cuando la difusión puede penetrar solo el primer plano y, por 
tanto, se restaura el comportamiento de capa delgada. Cuando la transferencia de carga 
es más lenta que el transporte de carga, el primer proceso enmascara la separación de 
picos y no permite observar el fenómeno difusivo.  
 
Figura 19. Variación de los potenciales de pico catódico y anódico y del potencial de onda 
media de los bioconjugados en función del logaritmo de la velocidad de barrido. 
 
Como se observa en la Figura 19 los potenciales de pico para los tres bioconjugados 
varían en forma muy similar. En todos los casos se observa una pequeña separación de 
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los picos a baja velocidad de barrido que aumenta levemente conforme aumenta la 
velocidad hasta que, a muy altos valores de velocidad, el cambio se hace más 
importante. En la Figura 19 se muestra también la tendencia del potencial de onda 
media que es similar para los tres bioconjugados y tiende a un desplazamiento hacia 
valores más negativos. 
Esta variación de los potenciales de pico (Ep) con v significa que el comportamiento 
no es ideal. Se puede explicar asumiendo una distribución de entornos químicos (y de 
esta forma, una distribución de valores E) en la dirección normal al electrodo. Esta 
suposición está basada en el hecho de que, en el límite de baja velocidad de barrido, la 
técnica de voltamperometría sondea los sitios redox y, por tanto, da un potencial de 
pico que es el promedio de todos los valores de la película. En el límite de alta velocidad, 
solo se sondean los sitios adyacentes al electrodo y como consecuencia solo contribuyen 
los valores de esos sitios al potencial promedio.  
El método general de Laviron 77 para determinar la constante de transferencia de 
carga, k, de especies adsorbidas en un electrodo está basado en la aproximación de 
Butler-Volmer y usa los potenciales obtenidos en función de la velocidad de barrido. Este 
método se basa en la determinación del coeficiente de transferencia, , que es una 
medida de la simetría de la barrera de energía para la reacción redox. En el caso ideal, 
 = 0.5, para todos los sobrepotenciales, aunque también hay casos en que se desvía de 
este valor. Por tanto, la determinación de  es crucial para poder determinar k. Así, a 
partir de la representación de Ep vs. log v, se obtienen dos ramas que parecen guardar 
cierta simetría con respecto a los valores de los potenciales promedio (Figura 19). Para 
llevar a cabo las determinaciones, se realiza la sustracción de estos potenciales 
promedio a los potenciales para cada pico. Los resultados se recogen en la Figura 20.  
Como puede observarse, incluso a las más bajas velocidades de barrido estudiadas, 
se observa una cierta separación entre los picos anódico y catódico, que empieza a 
hacerse mayor al aumentar la velocidad. Este comportamiento estaría de acuerdo con 
el fenómeno de transporte de carga antes mencionado y que se ajustaría al modelo 
derivado por Calvo y col.79 Bajo estas condiciones, se puede determinar tanto el valor 
de  como de k, a partir del método de Laviron.70, 80  





Figura 20. Variación de los potenciales de pico (después de sustraer el potencial de onda 
media) en función del logaritmo de la velocidad de barrido para los bioconjugados () C-, () 
MP- y MUA-AuNP-HB (). 
 
A altas velocidades, se observa que los valores de Ep varían linealmente con log v y, 
como estas ramas alcanzan valores de E > 200/n mV, se pueden usar las ecuaciones 
apropiadas 81 para determinar los parámetros  y k. Así, teniendo en cuenta la ecuación 
4, que relaciona los cambios en Ep con log v, puede verse que la pendiente de esta 











     (4) 
En el presente caso, se obtienen valores de  de 0.65, 0.54 y 0.67 para c-, MP- MUA-
AuNP-Hb, respectivamente. Los valores están próximos al valor teórico para el caso de 
picos voltamperométricos simétricos que es de 0.5. Para determinar k, se utiliza la 
ecuación 5: 






⁡⁡  (5) 
No obstante, un método más simple de determinar la constante de velocidad k, se 
puede conseguir aplicando la condición límite de sobrepotencial Ep - E1/2 =  = 0, que 




⁡⁡         (6) 
Capítulo 3. Nanopartículas de oro esféricas 
114 
 
De esta manera, determinando los valores de corte con el eje X para las ramas 
anódica y catódica (Figura 20), se obtiene el valor de velocidad que puede usarse en la 
ecuación (6). 
A partir de este análisis se obtienen valores de k de 277, 260 y 234 s-1 para los 
bioconjugados c-, MP- MUA-AuNP-Hb, respectivamente. Estos valores son mucho 
mayores que los encontrados para esta misma proteína formando parte de diferentes 
materiales compósitos, tanto nanométricos como poliméricos o con nanotubos o 
aerogeles de carbono,68 materiales nanoestructurados de Fe3O4,64 nanocilindros de oro 
modificados con sílice82 y electrodos de oro modificados con AuNPs.83 No obstante, en 
ninguno de estos casos se muestra un análisis claro de los datos empleados en el cálculo 
y, por tanto, no sirven de comparación adecuada.65, 84-88 
Se ha explorado también el efecto del pH de la disolución en el comportamiento 
electroquímico de los bioconjugados de Hb-AuNP. La Figura 21 muestra los 
voltamperogramas cíclicos de cAuNP-Hb a diferentes pH. La forma de los picos redox se 
mantiene a todos los valores de pH estudiados y la corriente aumenta suavemente con 
esta variable. Los potenciales de pico anódico y catódico evolucionan hacia valores 
negativos y, por tanto, el potencial formal, Eo’, (Figura 20b), revelando que el proceso 
redox de Hb(Fe(III)/(II)) involucra transferencia de protones. 
 
Figura 21. (a) Voltamperogramas cíclicos de Hb-cAuNPs depositados en un electrodo de 
carbono vítreo en tampón de fosfato 50 mM en función del pH. (b) Variación del potencial 
formal Eo' en función del pH. 
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La tendencia observada puede ajustarse a dos líneas diferentes que muestran un 
punto de corte en torno a pH 7. A pH > 7, el valor de la pendiente es de 59 mV/pH, valor 
teórico de la ecuación de Nernst para una reacción de transferencia monoelectrónica 
acoplada con un protón.89 A pH < 7, la pendiente disminuye hasta un valor de 35 mV/pH. 
Esta disminución de la pendiente obtenida en medio ácido puede atribuirse a una mayor 
complejidad del proceso que debe verse influida por la protonación de aminoácidos y/o 
moléculas de agua que se encuentran próximos al entorno del grupo hemo.36 Puede 
establecerse que la reacción involucrada en todo el intervalo de pH puede ser: 
Hb hemo-(Fe(III)) + H+ + e-  Hb hemo-(Fe(II)) 
La naturaleza de los aminoácidos que participan en el proceso electroquímico es 
desconocida, pero no se puede descartar el papel de un residuo de histidina situado en 
el entorno cercano al hemo, ya que su estado de protonación está estrechamente 
relacionado con la interacción del ion hierro con el anillo de porfirina en los diferentes 
estados de oxidación y, por tanto, tiene una constante de disociación aparente que 
depende de la naturaleza de estas interacciones. 
3.3.6. Bioelectrocatálisis. 
Existen muchos trabajos que tratan estudios de proteínas y enzimas que contienen 
el grupo hemo, como las peroxidasas, citocromo c, Hb y mioglobina, que demuestran la 
capacidad de estas proteínas para reducir el H2O2 y el O2 de forma electrocatalítica.90-94 
En este sentido, se ha investigado la posibilidad de que los bioconjugados AuNP-Hb 
muestren actividad catalítica hacia la reducción de H2O2. En la Figura 22 se muestran los 
voltamperogramas de los bioconjugados c-AuNP-Hb depositados en un electrodo de 
carbón vítreo obtenidos en disoluciones con cantidades crecientes de H2O2 en tampón 
fosfato a pH 7.4. Se observa que la corriente de pico de reducción aumenta 
gradualmente, mientras que la de oxidación disminuye hasta que finalmente 
desaparece. Este comportamiento es típico de sistemas electrocatalíticos en los que, el 
estado reducido de Hb que se genera, se oxida inmediatamente con el H2O2 presente,95 
como se muestra en el esquema de reacción: 
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Hb[Hemo(FeIII)] + H2O2 → Compuesto I + H2O     (a) 
Compuesto I + H2O2 → Hb[Hemo(FeIII)] + H2O + O2     (b) 
Hb[Hemo(FeIII)] + H+ + e- → Hb[Hemo(FeII)] en el electrodo   (c) 
Hb[Hemo(FeII)] + O2 → Hb[Hemo(FeII)]-O2 rápido     (d) 
Hb[Hemo(FeII)]-O2 + H+ + e- → Hb[Hemo(FeIII)] + H2O2  en el electrodo  (e) 
La reacción global es: 
H2O2 + 2 H+ + 2 e- → 2 H2O 
Obteniéndose como producto final H2O. 
Las reacciones (a), (b) y (d) se pueden llevar a cabo en disolución, pero las reacciones (c) 
y (e) solo pueden tener lugar en un electrodo enzimático. 
Puede observarse que la corriente catódica varía linealmente con la concentración 
de H2O2 en el intervalo de concentraciones de 5 µM a 400 µM. Los valores de sensibilidad 
de los electrodos modificados con los bioconjugados se recogen en la Tabla 3. 
 
Figura 22. Efecto de la adición de concentraciones crecientes de H2O2 a una disolución tampón 
de fosfato 50 mM a pH 7.4 con un electrodo de carbono vítreo en el que se ha depositado el 
bioconjugado c-AuNP-Hb. 
 
Al aumentar la concentración de H2O2 se obtiene un valor límite de corriente de 
reducción, fenómeno característico de un comportamiento tipo Michaelis-Menten. A 
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partir de estos datos, se puede determinar la constante aparente de Michaelis-Menten 













       (7) 
donde Iss es la corriente obtenida a diferentes concentraciones de sustrato, c es la 
concentración de sustrato e Imax es la corriente máxima medida en condiciones de 
saturación del sustrato. La KMapp se puede obtener mediante el análisis de la pendiente 
y la intersección de la representación de las recíprocas de la corriente frente a la 
concentración de H2O2. Los valores obtenidos se recogen en la Tabla 3.  
Tabla 3. Parámetros electrocatalíticos determinados para H2O2 con los bioconjugados 
depositados en un electrodo GC. 
Bioconjugado Imax / µA KM / mM S / µAmM-1 
Hb-cAuNP 2.0 1.2 2.1 
Hb-MP-AuNP 3.0 1.4 2.1 
Hb-MUA-AuNP 4.1 1.9 1.8 
 
Estos valores son algo más altos que los obtenidos con otros sistemas como 
multicapa de Hb/quitosano/grafeno (0.66 mM),69 pero más bajos que los de 
Hb/Au/SBA15/GC (2.87 mM).96 Un pequeño valor de KMapp implica buena afinidad entre 
la Hb inmovilizada y el H2O2, lo que favorece la reacción electroquímica. 
Por otro lado, es bien conocido que la proteína Hb posee la capacidad de 
transportar oxígeno sólo cuando se encuentra en estado ferroso y, por tanto, une O2 
dando lugar a la especie oxi-Hb(Fe(II)O2), mientras que pierde esta propiedad cuando se 
encuentra en la forma férrica met-Hb(Fe(III)). Teniendo en cuenta estas cuestiones, se 
ha examinado el comportamiento electroquímico de los bioconjugados de Hb en 
presencia de O2.  
La reducción de O2 sobre un electrodo desnudo tiene lugar a -0.615 V (empleando 
tampón fosfato a pH 7). Sin embargo, cuando se realiza el voltamperograma utilizando 
el electrodo modificado con el bioconjugado, se obtiene una señal a -0.415 V, un 
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potencial 200 mV más positivo que para el electrodo desnudo. Este cambio en el 
potencial de reducción es indicativo de la electrocatálisis de O2 debido a la presencia de 
los bioconjugados, Figura 23. 
 
Figura 23. (a) Voltamperograma cíclico para la reducción de O2 (la concentración de O2 es la 
que existe en equilibrio). (b) Efecto de la adición de concentraciones crecientes de O2 a una 
solución tampón de fosfato 50 mM a pH 7.4 con c-AuNPs-Hb depositados en un electrodo de 
carbono vítreo (se eliminó todo el O2 presente en la disolución mediante burbujeo de N2). La 
concentración de O2 se ha calculado considerando el volumen de aire agregado y una 
composición de O2 del 21%. 
 
En la Figura 23b, se muestra el efecto en los voltamperogramas en función de las 
concentraciones crecientes de O2. Después de la eliminación del O2 presente en la 
disolución, la concentración se incrementó introduciendo aire con una jeringa. Como se 
puede observar, la intensidad de corriente de pico de reducción aumenta linealmente 
con la concentración de O2 presente en la disolución, al mismo tiempo que desaparece 
el pico de oxidación de Hb. El O2 se reduce en la superficie del bioconjugado según las 
reacciones:64, 97 
2 HbFe(II) + 4 H+ + O2 + 2e → 2 HbFe(III) + 2 H2O 
El comportamiento electrocatalítico de los bioconjugados en la reducción de H2O2 
y O2, puede tomarse como una prueba de que la Hb mantiene su estabilidad 
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conformacional después de interaccionar con las AuNPs. Por otro lado, también se 
demuestra la actividad electrocatalítica de este sistema. 
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4. Nanocilindros de oro (AuNRs) 
4.1. Introducción. 
Las propiedades ópticas, en particular, aquellas que derivan de la forma 
anisotrópica, confieren un gran potencial a los AuNRs en el campo de las aplicaciones 
biológicas. Estas propiedades  proporcionan una gran sensibilidad a los cambios en el 
índice de refracción del medio en el que se encuentran.1  
Uno de los principales problemas que presenta el uso de AuNRs en los sistemas 
biológicos es la presencia del surfactante CTAB que se emplea en los procedimientos de 
síntesis mediados por semillas, en los que actúa como agente director y estabilizante de 
la forma y que permanece en forma de bicapa en la superficie de los AuNRs (CTAB-
AuNRs).2, 3  
La alta toxicidad de CTAB está bien documentada en la literatura y asimismo su 
capacidad de intercalarse en las membranas celulares,4 de manera que es necesario 
eliminarlo de la superficie para que los AuNRs puedan utilizarse en los entornos 
biológicos. Así, aunque solo una pequeña fracción del CTAB estaría unida a la superficie 
(si se tiene en cuenta la superficie de la nanopartícula, la densidad de empaquetamiento 
típico y se considera la existencia de una bicapa, la cantidad que debe quedar unida será 
una concentración M), la síntesis se lleva a cabo en disoluciones de CTAB 0.1 M. Es bien 
conocido que cuando se transfieren los CTAB-AuNRs a una disolución de baja 
concentración del surfactante (0.1mM < CTAB < 1 mM), se produce una 
desestabilización rápida de las nanopartículas que termina en un proceso de 
agregación.5 Este efecto se debe a que el CTAB se encuentra sólo débilmente unido a la 
superficie y se intercambia continuamente con las micelas en disolución. Si la 
concentración se reduce por debajo de un cierto valor (menor que la concentración 
micelar crítica (cmc)), entonces se pierde el CTAB unido y ya no hay nada que estabilice 
a los AuNRs frente a la agregación.  
La existencia de una bicapa de CTAB en lugar de una monocapa se acepta 
ampliamente y se ha demostrado experimentalmente mediante diferentes técnicas de 
caracterización como son la espectroscopía IR, análisis termogravimétrico (TGA) y 
medidas de potencial zeta.6-8 Los análisis termogravimétricos de CTAB-AuNRs muestran 
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la presencia de dos picos sucesivos que sugieren la existencia de moléculas unidas en 
dos conformaciones diferentes. Por otra parte, mediante espectroscopía Raman se ha 
observado la presencia de un pico debido al enlace Au-Br que sugiere que el grupo de 
cabeza está fuertemente unido a la superficie del AuNR.9 Cabría pensar, entonces, que 
la cadena de alcano hidrofóbica quedaría expuesta a la disolución, lo que facilitaría que 
se formara una segunda capa. El papel del ion bromuro se ha determinado añadiendo  
ion ioduro a nivel de trazas y observándose que se obtienen nanopartículas de formas 
distintas a las que resultan en ausencia de éstos.10, 11 Además, se ha puesto de 
manifiesto que el propio ion bromuro, independientemente del catión CTA+, juega un 
papel significativo en la dirección del crecimiento de la nanopartícula.12 
Los trabajos pioneros que describieron el protocolo de síntesis mediado por 
semillas por los grupos de Murphy y El-Sayed13-15 han usado CTAB junto con otras 
especies químicas que ayudan en el crecimiento de cristales anisotrópicos. Aunque se 
ha intentado sintetizar AuNRs evitando CTAB,16 los métodos han fallado tanto en la 
reproducibilidad de los resultados como en la homogeneidad de la muestra. El papel del 
surfactante en la formación de los NRs se ha estudiado mediante simulación por 
dinámica molecular17 poniéndose de manifiesto que el crecimiento anisotrópico viene 
facilitado por la adsorción epitaxial de CTAB en las facetas cristalinas que se desarrollan. 
Esto es consecuencia de las diferentes energías de adsorción en las distintas facetas del 
oro, que dan lugar a la pasivación por CTAB de las facetas (110) y (100) y median el 
crecimiento anisotrópico del cristal a través de la reducción preferencial en las facetas 
(111). Además, hay que destacar el papel de la morfología micelar y la química 
superficial 1, 15, 18-20 en la capacidad del CTAB de pasivar efectivamente las superficies del 
oro epitaxiales, lo que en definitiva viene dictado por la fuerza iónica y la población de 
contraiones.14 
El crecimiento epitaxial de CTAB, en lo que respecta a la pasivación preferencial y a 
la energía de unión, se espera que varíe también cuando el método de síntesis mediado 
por semillas emplee nitrato de plata, observándose que la introducción de Ag(I) en la 
disolución de crecimiento mejora la monodispersidad morfológica y el rendimiento de 
los NRs.15 El análisis cristalográfico de NRs sintetizados por ambos métodos ha puesto 
de manifiesto que en presencia de Ag(I), se producen monocristales en los que el 
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crecimiento longitudinal ocurre en la dirección <001> y la punta está formada por 
facetas (110) y (111), mientras que el diámetro del cilindro consta de ocho facetas de 
más alto índice (250).21 Además, se ha indicado 18 que las facetas (250) se desarrollan a 
través de migración de ad-átomos, ya que los AuNRs maduran durante la síntesis y el NR 
está enlazado por facetas alternantes (100) y (110) en los estados iniciales. En ausencia 
de Ag(I), se produce una partícula penta-twinned, creciendo el cilindro en la dirección 
<001>. La superficie longitudinal está enlazada por facetas (100) y (110) y las puntas por 
facetas (111).22 
Es posible que la Ag(I) tenga un efecto directo en la adsorción de CTA+. Estudios de 
estructura fina de rayos X indican que la Ag está presente en la superficie del NR 23, 24 y 
proponen 25 que se adsorbe siguiendo un proceso de deposición a bajo potencial (upd), 
siendo probable que lo haga en las facetas longitudinales (110), actuando como 
pasivantes de estas facetas, para dar lugar al crecimiento anisotrópico y proporcionar 
una superficie diferente en la que se adsorberá CTAB. En un estudio de XPS 26 se ha 
indicado que el complejo CTA+AgBr2- es potencialmente, el surfactante activo, lo que es 
de esperar que altere la micelización y la adsorción epitaxial en comparación con CTAB. 
Por otra parte, se ha mostrado que el contraión tiene efectos significativos en la 
morfología y densidad del CTAB adsorbido en superficies epitaxiales. Comparando la 
adsorción de CTA+ en superficies de sílice cuando se emplean Br- y Cl- como contraión 27 
se ve que, por encima de la cmc de CTAB y CTAC, la concentración superficial de CTA+ es 
60% más alta con Br- que con Cl-. Los agregados de CTAB se adsorben como micelas 
“worm-like” y son proclives a coalescer en estructuras homogéneas lateralmente, 
presumiblemente como bicapas, mientras que la morfología de los agregados de CTAC 
aparecen como proyecciones circulares. Ya que los efectos de CTA+ se ejercen 
principalmente en el crecimiento de los AuNRs a través de pasivación micelar de las 
superficies en evolución, se puede esperar que los sistemas empleando Br- promoverán 
la pasivación epitaxial de las facetas (110) y (100) y, por tanto, el crecimiento 
anisotrópico. Esto se ha demostrado 18 viendo que cuando se reduce la relación de Br- a 
CTA+ por debajo de la unidad, añadiendo CTAC, el rendimiento de los AuNRs se reduce 
con un aumento simultáneo de subproductos isotrópicos. 
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A la vista de la importancia de las micelas de CTAB en el crecimiento anisotrópico y 
pasivación de la superficie uniéndose fuertemente a las facetas en evolución, debe 
concluirse que el papel de CTAB es algo más complejo que el de un surfactante que 
pasiva la superficie. Además, las consideraciones energéticas ponen de manifiesto que 
su interacción con el oro es fuerte y tiene importantes implicaciones. Como 
consecuencia, la eliminación de CTAB de la superficie del NR, via reacciones de 
intercambio, no es un mero ejercicio de desplazamiento como ocurre en las partículas 
recubiertas con aniones citrato. 
El método más utilizado para eliminar CTAB de la superficie de los AuNRs consiste 
en el lavado de las suspensiones hasta que su concentración disminuye 28 a un valor por 
debajo del cual se produce la agregación de los AuNRs.14, 15 Se ha propuesto un método 
para reducir la concentración de CTAB residual que consiste en la extracción desde la 
fase acuosa a una fase inmiscible con el agua formada por un líquido iónico que contiene 
ligandos tiolados hidrofóbicos que se unirían fuertemente a la superficie del oro 
desplazando el CTAB.29 Otros métodos usan el reemplazamiento de las moléculas de 
CTAB durante el lavado por aniones citrato o con la ayuda de sulfonato de poliestireno 
que actúa como detergente,18, 30 así como mediante la adición de borohidruro sódico 
seguido rápidamente por el reemplazamiento del ligando.31  
Para llevar a cabo el intercambio de moléculas en la superficie de los AuNRs se han 
utilizado numerosas estrategias. Los métodos más populares emplean bien el 
ensamblado de moléculas zwitter-iónicas capa-a-capa sobre el CTAB-AuNR o bien con 
moléculas que se unen a la superficie vía el enlace S-Au y que deben desplazar el CTAB.32-
35 Esta última aproximación es preferible y toma ventaja de la afinidad del S por el oro, 
que puede llevar a cabo el intercambio de ligandos en la superficie del AuNR, donde la 
molécula deseada forma una SAM, desplazando idealmente toda la bicapa de CTAB. La 
ventaja de esta estrategia sobre la de capa-a-capa es la posibilidad de eliminar 
completamente el CTAB, aumentando la estabilización y evitando el riesgo de la 
contaminación de la disolución. Sin embargo, la estrategia de intercambio de ligandos 
es más difícil. Los AuNRs se pueden agregar irreversiblemente durante el proceso debido 
a la desestabilización excesiva de la bicapa de CTAB antes de que la superficie del NR se 
pasive con el ligando entrante.22 En cuanto a la eliminación incompleta, muchos 
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protocolos indican que el CTAB permanece atrapado dentro de la capa de polímero en 
la superficie del NR, especialmente cuando se emplean moléculas largas como PEG.22 
Sin embargo, estudios recientes han mostrado un gran progreso en este tema. La 
condición para que se produzca el intercambio de ligando es que la molécula desplace 
al CTAB de la superficie del AuNR, que se una favorablemente y que permanezca unida 
bajo diferentes condiciones experimentales.22, 36-40  
La literatura reciente se ha enfocado en el desarrollo de estrategias para el uso de 
mercaptoderivados, ditiocarbamatos y disulfuros cíclicos que permiten unir estas 
moléculas a la superficie del oro. La fuerza del enlace semicovalente S-Au (45 kcal/mol) 
aumenta la fuerza de unión de la molécula injertada.41 Además, la química del tiol es 
muy atractiva y ha conducido a un aumento rápido del número de moléculas que llevan 
grupos tiol para el intercambio de ligandos. Las aproximaciones más utilizadas para 
intercambio de ligandos en AuNRs son one-pot, transferencia de fase y fase sólida.42-47 
La aproximación one-pot es la más directa. Se trata de métodos bien descritos para la 
modificación de AuNPs,43 en los que los ligandos se añaden directamente a una 
disolución acuosa teniendo en cuenta que las AuNPs funcionalizadas resultantes   deben 
mantener su solubilidad y estabilidad.  
4.2. Experimental. 
4.2.1. Síntesis de AuNRs. 
La síntesis de AuNRs se lleva a cabo mediante el método de crecimiento mediado 
por semillas (Esquema 1). El método se realiza en dos pasos, el primero de los cuales es 
la preparación de las semillas de oro. Para ello, se mezclan 5 ml de CTAB 0.2 M con 5 ml 
de una disolución de HAuCl4 0.5 mM bajo condiciones de agitación vigorosa. A 
continuación, se añaden 0.6 ml de NaBH4 0.01 M (frío), produciéndose inmediatamente 
un cambio de color a amarillo parduzco. La mezcla se mantiene con la agitación vigorosa 
durante 2 minutos a 25 °C y se obtienen las semillas de oro. 




Esquema 1. Síntesis de AuNRs por el método de crecimiento mediado por semillas. 
 
El segundo paso comienza con la preparación de la disolución de crecimiento. Para 
ello, se mezclan 475 ml de disolución de CTAB 0,1 M con 5 ml de AgNO3 0,01 M. Esta 
mezcla se mantiene bajo agitación suave y se añaden secuencialmente 25 ml de HAuCl4 
0,01 M y 2,75 ml de ácido ascórbico 0,1 M. La adición de ácido ascórbico, un reductor 
suave, da como resultado la reducción de los iones Au(III) a Au(I), observándose un 
cambio de color de amarillo oscuro a incoloro. Por último, se añaden 0,6 ml de la 
disolución de semillas a la disolución de crecimiento, manteniendo la temperatura a 27 
°C. El color de la disolución cambia gradualmente (10-20 minutos) hasta que se obtiene 
un color verdoso o marrón según la relación de aspecto que vayan adquiriendo los 
AuNRs.  
4.2.2. Modificación superficial de CTAB-AuNRs con ácidos mercapto-
undecanoico (MUA) y mercapto-hexadecanoico (HMDA). 
Los CTAB-AuNRs obtenidos en el procedimiento de síntesis se encuentran en una 
disolución de alta concentración de CTAB. Para proceder con el proceso de intercambio 
de ligandos es necesario disminuir la concentración de surfactante. El método que se ha 
considerado más efectivo para ello es someter a la muestra a varios ciclos de 
centrifugación (10.000 rpm durante 20 min), redispersando el precipitado obtenido en 
una disolución de CTAB 2 mM. La repetición de esta operación asegura que la 
concentración final de CTAB en la disolución que contiene a los CTAB-AuNRs tiene una 
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concentración constante e igual a 2 mM. Esta es la disolución que se somete a 
intercambio de ligandos bien con MUA o con ácido mercaptohexadenoico (MHDA).  
En el caso de MUA, se parte de una disolución de CTAB-AuNRs 0.35 nM y se añade 
MUA hasta hacer la disolución 25 mM en el reactivo de intercamabio. Esta mezcla se 
mantiene 24 horas bajo agitación suave. Transcurrido este tiempo, se procede a eliminar 
el exceso de reactivos mediante varios ciclos de diálisis frente a NaOH 10 mM. 
 
 
Esquema 2. Modificación de CTAB-AuNRs con MUA. 
 
Para la reacción de intercambio con MHDA se utiliza un procedimiento similar al 
descrito. No obstante, debido a la menor solubilidad de MHDA en agua, es necesario 
emplear disoluciones etanólicas. Para el intercambio de CTAB por MHDA se parte de una 
suspensión de 15 mL de CTAB-AuNRs 0.3 nM a pH 9, a la que se añaden 18 µL de una 
disolución etanólica de MHDA 20 mM. La mezcla se mantiene bajo condiciones de 
agitación, controlando el pH y evitando que disminuya por debajo de pH 9 (4 h). Se ha 
comprobado que, manteniendo esta mezcla durante 8 h adicionales, se produce el 
desplazamiento completo de las moléculas de CTAB superficiales. Para eliminar el 
exceso de MHDA se realizan varios ciclos de diálisis frente a NaOH 10 mM. 
4.3. Resultados y discusión. 
4.3.1. Caracterización de AuNRs mediante espectroscopia UV-Visible. 
Se ha llevado a cabo la síntesis de CTAB-AuNRs siguiendo la metodología descrita 
en la sección Experimental. Los AuNRs obtenidos se caracterizan, en primer lugar, 
mediante espectroscopía UV-Visible-NIR. En la Figura 1 se muestran los espectros 
correspondientes a dos preparaciones en las que se obtienen CTAB-AuNRs de diferente 
relación de aspecto (AR). En el caso de CTAB-AuNRs (1) aparecen dos bandas LSPR a 517 
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y 645 nm que corresponden a los modos transversal y longitudinal, respectivamente. 
Para los CTAB-AuNRs (2) se observan bandas a 510 y 760 nm, lo que está de acuerdo con 
un cambio en las dimensiones de los AuNRs. Estos parámetros de longitud de onda 
máxima indican un valor de AR de entre 3 y 4 para los CTAB-AuNRs (1) y (2), 
respectivamente.15, 48 
 
Figura 1. Espectros de absorción UV-visible-NIR de CTAB-AuNRs preparados bajo diferentes 
condiciones experimentales. 
4.3.2. Modificación de CTAB-AuNRs mediante intercambio de ligandos. 
La modificación superficial de los CTAB-AuNRs se lleva a cabo mediante intercambio 
de ligandos poniendo en contacto la suspensión con una disolución de las moléculas que 
se pretenden intercambiar. En el caso de partículas protegidas por moléculas o aniones 
unidas a la superficie mediante interacción electrostática o Van der Waals, el 
intercambio con moléculas que se unen covalentemente es relativamente fácil. En estas 
condiciones sólo es necesario encontrar las condiciones experimentales apropiadas para 
que el intercambio se produzca de forma concertada y que la disolución sea capaz de 
mantener la estabilidad de las partículas modificadas. En cambio, cuando se trata de 
intercambio partiendo de CTAB-AuNRs, las condiciones son más demandantes. En 
primer lugar, la bicapa de CTAB formada durante la síntesis es muy estable, y la 
existencia de interacciones de diferente naturaleza hacen difícil su eliminación. Hay que 
tener en cuenta que los aniones Br- se encuentran formando un enlace fuerte con la 
superficie del oro y, éstos atraen a los cationes CTA+ a través de la cabeza polar, que 
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formarían la primera monocapa. De esta manera se expondrían las colas apolares a la 
disolución acuosa lo que dirige al sistema hacia la formación de una segunda capa 
mediante interacciones hidrofóbicas y así, se exponen las cabezas trimetilamonio a la 
disolución (Esquema 3). En segundo lugar, los CTAB-AuNRs presentan carga superficial 
positiva y el intercambio de ligandos con moléculas que dan lugar a capas moleculares 
neutras o negativas, resulta desfavorable. 
 
 
Esquema 3. Disposición de las cadenas de CTAB formando una bicapa en la superficie de los 
AuNRs. 
 
Se ha visto que la velocidad de desplazamiento de CTAB por mercaptoderivados 
aumenta un orden de magnitud cuando la reacción de intercambio se lleva a cabo en un 
medio en el que la concentración de CTAB se encuentra por debajo de 2 mM, 
concentraciones a las que la bicapa muestra cierta labilidad y se vuelve más fácil de 
intercambiar.49 
En este trabajo, se lleva a cabo la modificación de CTAB-AuNRs con los ácidos 
mercaptoundecanoico (MUA) y mercaptohexadecanoico (MHDA). La efectividad de la 
reacción de intercambio se puede comprobar utilizando diferentes técnicas de 
caracterización. Una vez preparados los MUA-AuNRs se realiza un espectro de absorción 
UV-visible-NIR. En la Figura 2 se muestran los espectros y se comparan con los de CTAB-
AuNRs utilizados (1 y 2) obtenidos antes del intercambio.  En el caso del intercambio con 
MUA, se observa que la banda longitudinal LSPR muestra un pequeño desplazamiento 
al azul desde 645 nm en CTAB-AuNRs a 641 nm, para MUA-AuNRs (Figura 2, insert). Estos 
desplazamientos se adscriben a los cambios en la constante dieléctrica de la capa 
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molecular conectada al núcleo de oro.50 Este pequeño desplazamiento al azul en la 
reacción de intercambio de CTAB por MUA estaría de acuerdo con la disminución del 
espesor de la capa de MUA en comparación con la bicapa de CTAB. 
 
Figura 2. Espectro de absorción de CTAB-AuNRs (1) y (2) ( ) y MUA- y MHDA-AuNRs ( ); 
Inserts: vista ampliada de la región del máximo de las bandas longitudinales. 
 
En cambio, el espectro de absorción de MHDA-AuNRs muestra un desplazamiento al 
rojo (desde 758 a 763 nm) así como un leve aumento de la absorbancia. Aunque la 
molécula de MHDA no llega a formar una capa del mismo espesor que la de CTAB, el 
desplazamiento al rojo indicaría que el medio que rodea al AuNR tiene ahora un mayor 
índice de refracción.50 
4.3.3. Caracterización de AuNRs mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM). 
El tamaño y la forma de los AuNRs se evalúan mediante microscopia electrónica de 
transmisión (TEM) y, a partir de la medida de un conjunto de imágenes se determinan 
el tamaño y distribución promedio de las nanopartículas obtenidas. La Figura 3 muestra 
las micrografías TEM de algunos de los AuNRs obtenidos. A través de las imágenes se 
determina que el tamaño promedio es de aproximadamente 46 x 11 nm (AR = 4) con 
una distribución homogénea de tamaño (alta monodispersidad).  
 




Figura 3. Micrografías TEM de los CTAB-AuNRs. 
4.3.4. Caracterización por espectroscopia fotoelectrónica de rayos X (XPS). 
La espectroscopia XPS es una técnica de análisis superficial que permite conocer la 
naturaleza de los átomos que se encuentran en la superficie de los materiales 
(penetración en torno a 10 nm) e informa sobre el entorno molecular de los mismos. En 
el presente trabajo se ha utilizado para caracterizar los nanomateriales preparados y 
comprobar la efectividad de las reacciones de intercambio. Para llevar a cabo el análisis 
se depositan sucesivamente unas gotas de AuNRs sobre un sustrato de cuarzo y se dejan 
secar hasta que se forma una película de un cierto espesor. La elección del material de 
cuarzo como sustrato es para evitar interferencias dentro de lo posible. La Figura 4 
muestra los espectros XPS obtenidos en un amplio intervalo de energías de unión 
(binding energy, BE) para un sustrato de cuarzo limpio, una lámina de oro y las muestras 
de CTAB-, MUA- y MHDA-AuNRs depositadas en sustratos de cuarzo. 
En estos espectros de baja resolución se observan los picos principales que pueden 
encontrarse en cada material. Como puede observarse, el sustrato de cuarzo presenta 
señales importantes a 102, 154, 285 y 533 eV que corresponden a los átomos de Si 2p, 
Si 2s, C 1s y O 1s, respectivamente. El espectro de este sustrato se ha registrado con el 
objeto de asegurar que los picos obtenidos en el resto de las muestras se deban 
únicamente a los AuNRs. Además, se ha registrado también el espectro de un sustrato 
de oro masivo que igualmente se muestra en la Figura 4 y en el que pueden observarse 
los diferentes picos correspondientes al oro, destacando entre ellos el doblete que se 
obtiene a 84 y 87 eV que corresponde a Au 4f, que son los que se utilizan normalmente 
en la evaluación de oro. Los espectros de CTAB-, MUA- y MHDA-AuNRs muestran los 
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picos característicos de los diferentes componentes de las capas moleculares, como se 
describirá a continuación.  
 
Figura 4. Espectros XPS de sustratos de cuarzo limpio y después de depositar CTAB-, MUA-  y 
MHDA-AuNRs. Asimismo, se muestra el espectro XPS de un sustrato de oro masivo. Las líneas 
punteadas se han dibujado en el mismo color de los espectros para ayudar a detectar la 
presencia o ausencia de los diferentes elementos típicos de cada muestra: ( ) Si 2p, Si 2s, C 1s 
y O 1s; ( ) Au 4f; ( ) Br 3p; ( ) S2p. 
 
Con el objeto de profundizar en la composición de las capas moleculares y la 
efectividad de las reacciones de intercambio se han registrado espectros en la zona 
correspondiente a distintos elementos con mayor resolución. La presencia del pico con 
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forma de doblete correspondiente al Au 4f se ha encontrado tanto en el caso del oro 
masivo como en las muestras de CTAB-, MUA- y MHDA-AuNRs (Figura 5).  
 
Figura 5. Espectros XPS de alta resolución de la región Au 4f, mostrando el doblete debido al 
acoplamiento spin-órbita típico, correspondientes a (A) Au masivo; (B) CTAB-AuNRs; (C) MUA-
AuNRs; (D) MHDA-AuNRs. Las señales se han deconvolucionado usando funciones Gaussianas. 
 
Los espectros obtenidos en todos los casos (Figura 5) muestran el doblete 
característico del nivel 4f que presenta una separación de 3.6 eV y una semianchura de 
pico de 1.6 eV. El pico Au 4f7/2 muestra una BE de 84.0 eV, que es el valor típico 
consistente con el estado de oxidación Au0. No se observan cambios entre las señales 
tomadas en cada sustrato, por lo que cabe pensar que los AuNRs contienen Au de la 
misma naturaleza que el oro masivo. 
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En el espectro de CTAB-AuNRs (Figura 4) se observan claramente los picos 
correspondientes al Br (Br 3p a 179/187 eV y Br 3d a 66 eV) así como a N 1s a 401 eV. A 
la vista de la dificultad ya mencionada de la eliminación total de CTAB de la superficie 
de los AuNRs, se ha llevado a cabo un barrido de alta resolución en la región 
correspondiente al Br 3p antes y una vez realizado el intercambio de ligandos. Esta señal 
se encuentra también con forma de doblete correspondiente a Br 3p1/2 y Br 3p3/2, como 
se observa en la Figura 6 en el espectro obtenido para la muestra de CTAB-AuNRs.51 
Asimismo, es evidente la ausencia de esta señal en la misma región de energía cuando 
se examinan MUA- y MHDA-AuNRs, de acuerdo con la práctica eliminación de estas 
moléculas. Hay que tener en cuenta que los átomos de Br se encuentran unidos a la 
superficie del Au sirviendo de andamio para el anclaje de la bicapa de CTA+, como se 
muestra en el Esquema 3.  
 
Figura 6. Espectro XPS de alta resolución de la región Br 3p, mostrando el doblete debido al 
acoplamiento spin-órbita típico, correspondientes a CTAB-AuNRs. En la parte superior se 
muestra el barrido en la misma región para las muestras de MUA- y MHDA-AuNRs. 
 
Una prueba adicional de la modificación superficial de los AuNRs es la presencia de 
señales debidas al enlace S-Au. Los espectros S 2p presentan una estructura de doblete 
debido a la presencia de los niveles S 2p3/2 y S 2p1/2 (desdoblamiento spin-órbita de 1.18 
eV y relación de área de 1:2). El pico correspondiente a los niveles 2p3/2 se sitúa a 161.8 
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eV el 2p1/2 a 163.0 eV. Estas energías de unión son características de especies tiolato y 
evidencian la existencia de un enlace Au-S. Para un tiol libre, el pico 2p3/2 se espera que 
aparezca a 163.8 eV y el 2p1/2 a 165 eV y se ha visto que aparecen en SAMs que no se 
han lavado con el disolvente apropiado, de manera que quedan moléculas de tiol 
atrapadas en la monocapa, además de las que interaccionan con la superficie.52 
Los espectros obtenidos en la región S 2p consisten en picos anchos y ligeramente 
asimétricos centrados a BE de 162.4 eV y 163.5 eV, para MUA y MHDA, respectivamente 
(Figura 7). De hecho, estas señales se observan de forma más o menos nítida en los 
espectros de baja resolución (Figura 4). Se ha llevado a cabo el barrido de alta resolución 
en la región correspondiente para averiguar la forma de unión de las moléculas de MUA 
y MHDA a la superficie del oro. En el caso de MUA-AuNRs, el pico observado a 162.4 eV 
se puede deconvolucionar con un doblete de las características mencionadas con 
máximos 162.2 y 163.4 eV para los niveles S 2p3/2 y S 2p1/2, respectivamente. Estos 
valores son del orden de los encontrados en tioles que interaccionan fuertemente con 
Au en SAMs 2D y 3D.53-56  
  
Figura 7. Espectro XPS de alta resolución de la región S 2p, mostrando el doblete debido al 
acoplamiento spin-órbita típico, correspondientes a (A) MUA-AuNRs y (B) MHDA-AuNRs. 
 
En contraste, el espectro correspondiente a MHDA-AuNRs muestra una estructura 
algo más compleja con un hombro en la región de menor energía. Para llevar a cabo la 
deconvolución del pico es necesario introducir dos dobletes con las características 
mencionadas para este tipo de sistemas. Así, se obtiene un primer doblete a 161.3 y 
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162.6 eV y un segundo doblete, de mucha mayor intensidad, a 163.5 y 164.7 eV. El 
primer doblete debe corresponder al enlace S-Au, mientras que el segundo se debería a 
grupos tiol no enlazados a Au. La relación de intensidad entre estos dobletes es 
aproximadamente de 1:4, lo que indica que los MHDA-AuNRs llevan adheridos una 
cantidad importante de moléculas de MHDA. Se ha llevado a cabo un estudio 
sistemático de limpieza de los MHDA-AuNRs después de completar la reacción de 
intercambio de ligandos tratando de eliminar el MHDA libre utilizando diferentes 
procedimientos que incluyen la diálisis frente a disoluciones alcalinas y la centrifugación 
en ciclos sucesivos y re-dispersión en diferentes disolventes que permitieran eliminar en 
lo posible el MHDA no enlazado a la superficie del oro. Sin embargo, no se ha encontrado 
un método apropiado para ello y debe asumirse que los MHDA-AuNRs llevan las 
moléculas de MHDA interdigitadas de forma estable y en mayor o menor medida, en la 
monocapa protectora. 
En este sentido, es interesante recordar el desplazamiento al rojo (5 nm) 
observado en la banda longitudinal en el espectro UV-visible-NIR de los HMDA-AuNRs 
en comparación con el de CTAB-AUNRs. Este resultado contrastaba con el obtenido para 
los MUA-AuNRs y se explicó en base a un aumento en el índice de refracción de la capa 
que rodea a los NRs. Sin embargo, a la vista del resultado de XPS, indicando que existe 
una cantidad de MHDA unas 4 veces mayor que la correspondiente a una monocapa, 
hay que concluir que el cambio observado estaría de acuerdo con el mayor espesor de 
la capa protectora bajo esas condiciones. 
En las Figuras 8 y 9 se muestran los espectros de C 1s y O1s para los tres sistemas 
CTAB, MUA- y MHDA-AuNRs. En el caso de C 1s, el componente a 284 eV se asigna a C 
metilénicos de las cadenas alquílicas que forman las capas protectoras. Los 
componentes a mayor BE se asignan a C unidos a átomos más electronegativos tales 
como N u O en CTAB y MUA o MHDA, respectivamente.57 Así, en el caso de CTAB-AuNRs, 
se obtiene un componente a 284 eV (C 1s (1)) que se asignaría a los grupos metilénicos 
de las cadenas y el componente a 285.2 eV correspondería a los C unidos a los grupos 
C-N de las cabezas de amonio cuaternario (C1s (2)). En MUA- y MHDA-AuNRs, se 
obtienen 3 componentes a 284/285 eV, 285.6/286.3 eV y 287.5/288 eV que se asignan 
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a los átomos de C de las cadenas alquílicas (C 1s (1)), grupos CH2-O (C 1s (2)) y carbonilos 
(C 1s (3)), respectivamente. 
 
Figura 8. Espectros XPS de alta resolución de la región C 1s de (A) CTAB-AuNRs; (B) MUA-
AuNRs; (C) MHDA-AuNRs. Las señales se han deconvolucionado usando funciones Gaussianas. 
 
 
Figura 9. Espectros XPS de alta resolución de la región O 1s de (A) CTAB-AuNRs; (B) MUA-
AuNRs; (C) MHDA-AuNRs. Las señales se han deconvolucionado usando funciones Gaussianas. 
 
En los espectros de O 1s se obtienen 3 componentes en todos los casos, con valores 
comprendidos entre 529.7/531.2 eV, 531/533 eV y 532.4/533.8 eV para la primera, 
segunda y tercera componente, respectivamente. Las dos primeras componentes se 
asignan a O en grupos C-O y C=O, mientras que el que se encuentra a mayor BE se asigna 
a átomos de O de agua de hidratación, bien situada en la parte exterior de la capa o en 
el interior de la misma.58 En el caso de CTAB-AuNRs, los dos primeros componentes 
deben relacionarse con impurezas en la bicapa, aunque no puede descartarse que estas 
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señales se deban a los átomos de O de los grupos SiO2 del soporte de cuarzo que suelen 
observarse a 532.7 eV.59 En comparación (ver Figura 4), el pico O 1s en el espectro a baja 
resolución de CTAB-AuNRs es mucho menor que el observado en MUA- y MHDA-AuNRs, 
de acuerdo con esta última hipótesis.  
4.3.5. Caracterización de CTAB-, MUA- y MHDA-AuNRs mediante 
espectroscopia Infrarroja. 
La espectroscopía infrarroja es una técnica que permite conocer la composición y, 
en ciertos casos, la conformación u organización de las moléculas que se encuentran 
adsorbidas en la superficie de los materiales. En este sentido, se ha llevado a cabo un 
estudio de caracterización mediante esta técnica de todos los sistemas preparados. Se 
han estudiado tanto los AuNRs modificados con las diferentes capas moleculares como 
las moléculas de partida, con el objeto de establecer la presencia de las mismas y evaluar 
los posibles cambios estructurales que se producen después de la adsorción. En la Figura 
10 se muestran los espectros obtenidos. 
En el espectro de CTAB se observan bandas a 2850 y 2920 cm-1 que se deben a la 
presencia de tensiones simétrica y asimétrica de los grupos C-H de la cadena 
hidrocarbonada. Asimismo, se observan dos pequeños picos, perceptibles en forma de 
hombro de las vibraciones anteriores (2946 y 2982 cm-1) que se deben a las tensiones 
simétrica y asimétrica de los grupos -CH3 de las cadenas de CTAB. En la región de bajas 
frecuencias cabe destacar los picos a 1473 y 1465 cm-1 que se atribuyen a modos tijera 
y dan cuenta del empaquetamiento en paralelo de las cadenas metilénicas en forma 
trans.  En CTAB-AuNRs, estas bandas permanecen sin cambios significativos. El pico a 
1486 cm-1 se adscribe a la vibración de flexión C-N del grupo CH3-N+ y sugiere que el 
grupo amonio cuaternario de cabeza está fuertemente asociado a la superficie del 
AuNR.39 El pico a 720 cm-1 se asigna a una vibración rocking del grupo CH2 de la cadena 
metilénica. Las bandas a 960, 938 y 908 cm-1 se deben a las tensiones -C-N+ que se 
transforman en solo dos bandas a 960 y 911 cm-1 en el espectro de los CTAB-AuNRs a la 
vez que aparecen nuevas bandas de menor intensidad a 1014 y 1040 cm-1.2 Se observa 
un cambio en las intensidades de las bandas a 960 y 911 cm-1, favoreciéndose la segunda 
en detrimento de la primera, lo que también es una indicación de la unión de los grupos 
amonio cuaternarios con la superficie. 




Figura 10. Espectros FT-IR de CTAB, CTAB-AuNR, MUA, MUA-AuNRs, MHDA y MHDA-AuNRs. 
 
En el caso de MUA y MHDA, se observa un comportamiento similar al de CTAB, en 
la región de altas frecuencias, a excepción de la falta de los picos debido a -CH3 que no 
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existen en este caso. Cabe destacar la presencia en estos casos del pico a 1700 cm-1 que 
daría cuenta de la presencia del grupo -C=O en estas moléculas, tanto en su forma libre 
como cuando se encuentran unidos a la superficie del AuNR. Hay que destacar el hecho 
de que, en los MHDA-AuNRs, este último pico disminuye proporcionalmente en 
intensidad mientras que aparece un pico de similar magnitud a 1687 cm-1 que debería 
asignarse a grupos -C=O formando enlaces de H. Este hecho, sin embargo, no se observa 
en MUA libre o unido al NR ni en MHDA libre, lo que estaría de acuerdo con la formación 
de estos puentes de H solo en el caso de MHDA-AuNRs y con la presencia de MHDA 
formando una multicapa como se ha observado en los espectros XPS (Figura 7B). En la 
región de bajas frecuencias, se observa que los picos que aparecen de forma nítida en 
el caso de MUA y MHDA, muestran un alto grado de solapamiento que impide un análisis 
más profundo de los mismos. 
4.3.6. Caracterización de CTAB- y MUA-AuNRs mediante espectroscopia 
Raman. 
La conformación de la capa protectora de los AuNRs se ha evaluado mediante 
espectroscopía Raman. En la Figura 11, se recogen los espectros obtenidos para CTAB y 
CTAB-AuNRs. La presencia de sustratos nanoestructurados, como es el caso de los 
AuNRs, proporciona señales aumentadas debido al efecto SERS. Por tanto, el espectro 
de CTAB libre ha debido multiplicarse por una cantidad para que sea comparable en 
intensidad al obtenido con la muestra CTAB-AuNRs. 
Es interesante destacar la aparición de la banda a 170 cm-1 en el espectro de los 
AuNRs, que está ausente en el de CTAB libre.31 Esta banda corresponde a la vibración 
del enlace Au-Br,60 lo que indicaría la interacción de las cadenas de CTAB a través del 
grupo de cabeza. Esta asignación se ha confirmado en estudios previos que han 
reemplazado el ion Br- por Cl-, cambiando la banda a 250 cm-1, como cabe esperar para 
el enlace de un átomo más ligero como es Cl a la superficie del oro.49 




Figura 11. Espectros Raman de CTAB ( ) y CTAB-AuNRs ( ). La señal de CTAB se ha 
multiplicado por 6 para hacerla comparable. 
 
Mientras que en el espectro Raman de CTAB aparecen tres bandas a 748, 758 y 770 
cm-1 que corresponden a tensiones del grupo de cabeza trimetilamonio, en el espectro 
de los AuNRs se observa una única banda menos definida a 760 cm-1. Se observan 
también bandas características de cadenas alquílicas largas como son las vibraciones de 
esqueleto C-C a 1070 y 1144 cm-1, las debidas a los grupos CH2, a 1295, 1393, 1447, 1464 
y 1481 cm-1. En el caso de CTAB-AuNRs aparecen menos bandas y las que se observan 
son más anchas, a veces por el solapamiento de algunas y por la falta de resolución. Así, 
se observan los modos a 1144 y 1232 y 1450 cm-1, la región de huella digital de las 
vibraciones C-H, las tensiones simétrica y antisimétrica de CH2 a 2850 y 2880 cm-1, así 
como las simétricas y antisimétricas de CH3 a 2930 y 2960, respectivamente. La forma 
de estas bandas refleja el orden/desorden y la polaridad del entorno de las cadenas de 
alcano, mediante las relaciones de intensidad 2850/2880 y 2930/2850, 
respectivamente. Como puede observarse en el espectro, estas relaciones cambian 
significativamente al pasar desde el CTAB libre al unido a los AuNRs, lo que da cuenta de 
la diferente conformación y entorno de las cadenas en cada caso. Por último, se observa 
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también la banda a 3040 cm-1 que surge de la tensión asimétrica NCH de las cadenas de 
los grupos trimetilamonio.61 
 
Figura 12. Espectros Raman de MUA y MUA-AuNRs. La señal de MUA se ha multiplicado por 6 
para hacerla comparable. 
 
El espectro Raman convencional de MUA se ha llevado a cabo utilizando una 
muestra sólida y se usa para comparar con el espectro SERS obtenido para la muestra 
de MUA-AuNRs. Los espectros muestran algunas diferencias que pasamos a comentar. 
Las bandas que son sensibles a la adsorción de la molécula a la superficie del metal son 
(C-S)T a 630 cm-1, (C-C)T a 1099 cm-1 que pueden usarse para caracterizar el proceso 
de adsorción. Ambas bandas dan información sobre el estado conformacional de las 
moléculas adsorbidas a la superficie y, además, sobre el carácter trans del esqueleto de 
las moléculas. Por otra parte, el espectro Raman de MUA libre muestra la presencia de 
bandas a 2549 y 2575 cm-1 que se asignan a la tensión S-H.62 Estas bandas desaparecen 
completamente en el espectro SERS indicando que la molécula de MUA tiene 
preferencia por la unión a través del grupo tiol. 
La banda asignada a (COOH) del ácido carboxílico se observa en el espectro Raman 
a 908 cm-1 y esta banda disminuye proporcionalmente y cambia a 926 cm-1 
correspondiendo al grupo carboxilato ((COO). Así, hay que concluir que en los AuNRs 
el grupo carboxílico está disociado. En cuanto a la banda a 1631 cm-1 que corresponde 
al grupo C=O, no se observa en el espectro SERS. Se ha descrito que la lejanía de este 
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grupo con respecto a la superficie que provoca el efecto SERS junto con el hecho de que 
la banda muestra muy baja intensidad, hacen que ésta no se observe.63 
 
Figura 13. Detalle de los espectros SERS de AuNRs que evidencia el intercambio de CTAB por 
MUA en la superficie. 
 
Por otra parte, la banda a 175 cm-1 debida a la interacción Au-Br no se observa en 
el caso de MUA-AuNRs lo que, junto con la ausencia de la banda a 760 cm-1 debida al 
grupo trimetilamonio del CTAB, indica que se ha producido un intercambio completo de 
la bicapa de CTAB por MUA (Figura 13). 
4.3.7. Caracterización de CTAB- y MUA-AuNRs mediante técnicas 
Electroquímicas  
Una técnica de caracterización interesante que permite obtener información sobre 
los CTAB-AuNRs es la voltamperometría cíclica. Para ello se recurre a la técnica de “drop 
casting” y se depositan unas gotas del nanomaterial sobre la superficie de un electrodo 
de carbón vitrificado (GC) que se usa como electrodo de trabajo.  
El uso de este electrodo es apropiado debido a que exhibe un amplio intervalo de 
potencial útil y de estabilidad bajo diferentes condiciones experimentales. De esta 
manera, se puede observar la presencia de los AuNRs ya que su perfil electroquímico 
queda incluido dentro de este intervalo de potencial.  
Bajo estas condiciones, se lleva a cabo el experimento de voltamperometría cíclica 
en un intervalo de potencial que incluya los procesos de doble capa eléctrica y oxidación 
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y reducción de la superficie del oro. En la Figura 14 se recoge el voltamperograma cíclico 
(VC) del electrodo modificado que, como puede verse, queda incluido en el intervalo útil 
del electrodo de GC. El perfil obtenido muestra los picos típicos de oxidación y reducción 
de la superficie del oro poniendo en evidencia la presencia de los AuNRs sobre la 
superficie del electrodo de GC y que la presencia de la capa de CTAB no bloquea la 
superficie del electrodo.  
 
Figura 14. (a) VCs de un electrodo de GC desnudo ( ) y modificado con CTAB-AuNRs () en 
disolución fosfato 50 mM a pH 7,4. (b) VCs en la región de los picos A y B a diferentes 
velocidades de barrido. 
 
Sin embargo, en el voltamperograma aparecen además dos picos estrechos a +0.26 
V y +0.13 V (picos A y B), que aparecen en los barridos anódico y catódico, 
respectivamente, en la zona de potenciales de la doble capa. Estos picos no se observan 
cuando se usa una superficie limpia de oro por lo que cabe pensar que se deben a la 
presencia de CTAB en la superficie de los AuNRs. Un estudio restringido en la región de 
potenciales que comprenden ambos picos y en función de la velocidad de barrido (Figura 
14b), permite adscribirlos a la existencia de una transición de fase bidimensional en la 
superficie del electrodo. Este tipo de proceso ocurre cuando las moléculas depositadas 
en una superficie adoptan un cambio de conformación probablemente desde una fase 
ordenada a otra desordenada. Esta transición de fase puede tener su origen en la bicapa 
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de CTAB que protege la superficie de los AuNRs. Para verificar esta hipótesis, se han 
llevado a cabo experimentos de adsorción de CTAB en electrodos de oro en presencia 
de diferentes concentraciones del surfactante y se han observado picos de estas 
características, lo que permite concluir que las señales obtenidas con los AuNRs 
corresponden a una transición de fase en la bicapa de CTAB que protege a la superficie.  
El análisis de los picos en función de la velocidad de barrido muestra un 
comportamiento que permite concluir que se trata de una transición de fase de 
características próximas al comportamiento ideal. Teniendo en cuenta las predicciones 
teóricas para este tipo de procesos, la intensidad de pico, ip, debe ser una función de vx 
(x = 0.6), mientras que la anchura a la mitad de la altura, w, y la diferencia entre los picos 
anódico y catódico, E, serían ambas funciones de v1-x.64 Los valores que se obtienen 
para las variaciones de log ia, log w y log E vs. la velocidad de barrido muestran una 
variación lineal con pendientes de 0.71, 0.27 y 0.2 respectivamente (Figura 15). Estos 
valores están bastante cercanos a los teóricos, lo que permite concluir sobre la 
existencia de dicha transición de fase sobre la superficie de los AuNRs.  
 
Figura 15. Representaciones logarítmicas de la intensidad anódica (ia), la semianchura de pico 
(wa) y la separación de los potenciales de los picos catódicos y anódicos (E) frente a la 
velocidad de barrido. 
 
Un estudio reciente de CTAB-AuNRs mediante espectroscopia Raman49 ha puesto 
de manifiesto que las moléculas de CTAB forman una bicapa de surfactante 
perpendicular a la superficie. Se observa que, conforme la concentración en disolución 
disminuye, se produce una transición estructural en la capa de surfactante desde una 
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forma ordenada a altas concentraciones a una estructura desordenada en la que las 
cadenas alquílicas de CTAB interaccionan con la superficie del oro, a bajas 
concentraciones. Se establece que la bicapa de CTAB es estable en tanto la 
concentración en disolución es suficientemente alta como para que las micelas de CTAB 
sean abundantes y se mantenga el equilibrio dinámico. Cuando la concentración en 
disolución se encuentra por debajo de 2 mM, las moléculas de CTA+ abandonan la bicapa 
y ésta pierde su integridad. Bajo todas las condiciones de concentraciones estudiadas, 
se observa la señal debida al enlace Au-Br-, lo que indica que éste resiste a la pérdida de 
moléculas en la interfase. En las condiciones experimentales del presente estudio, la 
concentración de CTAB no cambia ya que el material depositado queda atrapado bajo 
la membrana de Nafion. Cabe pensar por tanto que, al comienzo del experimento 
electroquímico, a potenciales negativos, el electrodo mantiene su carga negativa y las 
moléculas de CTA+ son atraídas y permanecen unidas en forma ordenada hasta que se 
alcanza el potencial de carga cero del electrodo, bajo las condiciones experimentales en 
que se realiza el voltamperograma. A partir de este potencial, la interfase adquiere carga 
positiva y las moléculas de CTA+ son repelidas, dando lugar a una fase más desordenada 
que la inicial. El par de picos observado, por tanto, muestra la transición estructural 
entre ambas fases ordenada y desordenada. 
 
Figura 16. VCs de un electrodo de GC desnudo y modificado con MUA-AuNRs en disolución 
fosfato 50 mM a pH 7,4. 
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El perfil electroquímico de los MUA-AuNRs depositados en el electrodo GC muestra 
los típicos picos de oxidación y reducción del oro (Figura 16). Sin embargo, estos picos 
son más difíciles de observar que los de CTAB-AuNR, probablemente porque es 
necesario eliminar la monocapa autoensamblada de MUA en el primer barrido para 
acceder a la oxidación y reducción de la superficie de oro. De hecho, el primer barrido 
no muestra la señal de oxidación correspondiente, pero en el barrido inverso aparece 
una pequeña señal de reducción. Después de varios barridos, el perfil electroquímico no 
cambia, lo que indica que la mayoría de las moléculas de MUA se han eliminado de la 
superficie del AuNR. 
4.3.8. Estabilidad de CTAB-, MUA- y MHDA-AuNRs en disoluciones acuosas. 
El estudio del comportamiento de los nanomateriales en disoluciones acuosas es de 
gran interés debido a la posible utilización de los mismos en el campo de la Biomedicina. 
Este aspecto se relaciona directamente con la estabilidad de las suspensiones en 
disoluciones de diferente composición y en función de las variables de interés.  
Se ha llevado a cabo un estudio de las suspensiones de CTAB-AuNRs en función del 
pH del medio. Para ello, se ha eliminado el exceso de CTAB que existe debido al 
procedimiento de síntesis, manteniendo la preparación en equilibrio con una 
concentración 2 mM del surfactante. En la Figura 17 se muestran los espectros 
obtenidos a diferentes pH. En el intervalo de 3 < pH < 9 no se observan cambios en el 
espectro en las bandas longitudinal y transversa que se encuentran a 658 y 514 nm 
respectivamente. A partir de pH 9, se produce una disminución importante de la 
intensidad de la banda longitudinal con una inflexión aproximadamente a pH 11 
acompañada de un desplazamiento al azul de unos 15 nm (Figura 18). En cuanto a la 
banda transversa, al ser ésta de menor intensidad, parece presentar un cambio menor. 
De la misma forma, en el intervalo de pH ácido, neutro y ligeramente alcalino, no se 
observan cambios en esta banda. Sin embargo, al igual que con la banda longitudinal, se 
observa una disminución drástica de la absorbancia, así como un desplazamiento al rojo 
en torno a unos 20 nm mostrando la inflexión también a aproximadamente pH 11.65 




Figura 17. Espectros UV-Visibles de CTAB-AuNR a diferentes pH. 
 
 
Figura 18. Variación de la longitud de onda y de la absorbancia de las bandas LSPR de CTAB-
AuNRs en función del pH. 
 
A partir de estos resultados se puede concluir que los CTAB-AuNRs en disoluciones 
acuosas que contienen 2 mM de CTAB son estables en un amplio intervalo de pH, 
volviéndose inestables a pH > 10. 
El comportamiento de los MUA-AuNRs en disolución acuosa resulta muy 
interesante (Figura 19). Como se ha indicado en la sección experimental, el intercambio 
de ligandos (de CTAB a MUA) se lleva a cabo en medio alcalino que es donde se presume 
Capítulo 4. Nanocilindros de oro 
157 
 
que los MUA-AuNRs son estables ya que se producirá una interacción repulsiva 
estabilizante debido a la carga negativa de los grupos carboxilato en la superficie. Así, 
partiendo de pH 11 donde se observan las bandas longitudinal y transversa a 643 y 511 
nm, la forma del espectro no cambia hasta alcanzar un pH < 9, valor a partir del cual se 
produce un aumento importante de absorbancia que se acompaña de un aumento del 
scattering en la región de longitudes de onda del NIR. Este aumento de absorbancia, sin 
embargo, no es homogéneo, obteniéndose una cierta estabilización en el intervalo de 
pH entre 8 y 6, a partir del cual comienza otra nueva tendencia al aumento, llegando a 
estabilizarse a pH ácidos. En la Figura 19 B se ha representado el cambio de absorbancia 
en función del pH y se ha realizado el ajuste de los datos utilizando una curva sigmoidal. 
 
Figura 19. (A) Espectros UV-Visible-NIR de MUA-AuNRs a diferentes pHs. (B) Evolución de la 
absorbancia a 640 nm en función del pH. 
 
Como puede observarse, el mejor ajuste se obtiene incluyendo una doble curva 
sigmoidal con inflexiones a pH 4.4 y 8.1. Naturalmente, los cambios observados se 
deberán al aumento del tamaño de partículas en la dispersión, lo que daría lugar a la 
formación de agregados que producen este efecto en la absorción de radiación. No 
obstante, es bien conocido que la formación de agregados de nanopartículas de oro de 
mayor tamaño produciría un cambio importante en la longitud de onda de las bandas 
LSPR, lo que no es el caso. Por otra parte, hay que tener en cuenta que las inflexiones 
que se observan están relacionadas con el pK de los grupos carboxílicos de las moléculas 
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de MUA. Bajo estas condiciones, podría pensarse que los cambios en absorbancia 
estarían relacionados con aumentos de tamaño de las nanopartículas, pero no en lo que 
respecta al núcleo de oro. Probablemente, en la disolución se mantienen algunas 
moléculas de MUA libres que no se han eliminado en el proceso de limpieza y que 
pueden formar enlaces de H con las que forman parte de la monocapa protectora, 
produciendo el aumento en la señal de scattering. En este sentido, puede deducirse que 
la primera inflexión corresponde al pK del grupo carboxílico de moléculas de MUA poco 
empaquetadas, como se encontrarían en los extremos de los AuNRs. En cambio, el pK 
que representaría la segunda inflexión correspondería a las moléculas de MUA bien 
organizadas situadas sobre los lados del AuNR que, como ocurre en las monocapas 
autoensambladas de MUA formadas en superficies macroscópicas, muestran pKs 
aparentes con valores mayores que los encontrados en disolución y películas poco 
organizadas.66, 67  Así, conforme los grupos carboxílicos se protonan, las moléculas de 
MUA en disolución interaccionarían con las que se encuentran ancladas en los NRs y el 
tamaño aumentaría drásticamente, produciéndose el aumento de scattering. De esta 
manera, las moléculas de MUA ensambladas en las esferas deberían tener un pK de 
disociación muy cercano al de las moléculas de MUA libres, ya que los grupos 
carboxílicos están lejos los unos de los otros y no interactúan. Sin embargo, las 
moléculas de MUA ensambladas en la superficie del cilindro deben encontrarse 
estrechamente empaquetadas y los grupos carboxílicos vecinos pueden formar enlaces 
de hidrógeno intermoleculares, por lo que la disociación de los grupos -COOH se ve 
impedida incluso a un pH más alto que el pK de disociación de los grupos -COOH libres. 
Un detalle interesante que nos ayuda a adoptar esta idea es el aspecto de la disolución. 
A pH alcalino, la dispersión de MUA-AuNR es de color azul verdoso transparente y, 
cuando el pH es más bajo, se vuelve opaco (Esquema 2). Sin embargo, la disolución 
transparente se recupera completamente al cambiar el pH de la solución. Por lo tanto, 
los fenómenos ópticos observados deben ser debidos a la formación de agregados 
transitorios que deberían intercambiarse muy rápido. 




Esquema 2. Imágenes de las dispersiones de MUA-AuNRs a pH ácido y alcalino. 
 
Partiendo de esta premisa, se ha llevado a cabo un estudio de MUA-AuNRs que han 
sido sometidos a una limpieza exhaustiva, con el objeto de eliminar en lo posible todas 
las moleculas de MUA libres en disolucion. El estudio en funcion del pH que se ha 
obtenido bajo estas condiciones experimentales se muestra en la Figura 20. Como 
puede observarse, al disminuir el pH se obtiene una pequeña disminución de 
absorbancia sin que haya un cambio perceptible en la longitud de onda de la banda 
longitudinal. Al alcanzar el medio un pH en torno a 7 se produce un desplazamiento de 
esta banda hacia el rojo que, a pH < 6 se hace muy importante ocurriendo en paralelo 
con una disminucion de la absorbancia (Figura 21). La banda transversa sufre cambios 
similares pero de mucha menor magnitud. Los cambios en la banda longitudinal hacia el 
rojo a la vez que se produce una disminucion de amplitud se ha descrito que se deben  
un ensamblado end-to-end, mientras que los cambios al azul de la banda longitudinal en 
paralelo con desplazamientos hacia el rojo de la banda transversa, disminuyendo la 
amplitud de la primera y aumentando la de la segunda, se deben a ensamblado side-by-
side.68 Este hecho puede compararse con lo obtenido para CTAB-AuNRs que implicaría 
un cambio del mismo tipo cuando se produce la desestabilización de la dispersión.  




Figura 20. Espectros UV-Visibles de MUA-AuNR a diferentes pH. 
 
 
Figura 21. Variación de la longitud de onda y de la absorbancia de las bandas LSPR de MUA-
AuNRs en función del pH. 
 
Para averiguar si los cambios observados obedecen a lo expuesto, se ha llevado a 
cabo un estudio mediante microscopia electrónica de transmisión (TEM) preparando las 
muestras a diferentes pH (Figura 22). 




Figura 22.  Micrografías TEM de los MUA-AuNRs depositados a los pHs que se señalan en la 
curva de  vs pH con flechas de colores que coinciden con los de los marcos. 
 
Puede observarse que, a pH alcalino, los MUA-AuNRs se encuentran dispersos. Al 
disminuir el pH hasta los valores próximos a 6-7, se obtiene un ensamblaje end-to-end, 
como se ha descrito más arriba, que provoca el desplazamiento de la longitud de onda 
hacia el rojo y la disminución de la amplitud del pico. Finalmente, cuando se depositan 
los MUA-AuNRs desde medio ácido, se obtiene una combinación de ensamblados end-
to-end con agregados de un cierto tamaño.  
Estos resultados indican que, bajo estas condiciones de extrema limpieza, se 
obtiene un comportamiento que puede estar originado por las propiedades de la 
monocapa protectora de MUA. Así, los MUA-AuNRs se encontrarían dispersos en medio 
alcalino debido a la repulsión de las cargas negativas de los grupos carboxilato. Al 
disminuir el pH hasta medio neutro empiezan a protonarse algunos grupos carboxilato. 
Es posible que los primeros grupos que se protonen sean los que se encuentran en los 
extremos del NR dando lugar al ensamblaje end-to-end a través de la formación de 
enlaces de H, que se observa en las micrografías de la Figura 22.     
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Por último, se ha llevado a cabo un estudio de la estabilidad de los MHDA-AuNRs. 
En la Figura 23 se muestran los espectros registrados en la región UV-visible-NIR a 
diferentes pH. De nuevo, se parte de disoluciones alcalinas ya que, en este caso, el 
procedimiento de intercambio de ligandos también se lleva a cabo en este medio. Bajo 
estas condiciones, el espectro obtenido muestra bandas a 768 y 510 nm para el modo 
longitudinal y transversal, respectivamente. Al disminuir el pH hasta un valor en torno a 
10, no se obtienen cambios en las bandas como consecuencia de que los grupos 
carboxilo terminales de la capa protectora no cambian bajo estas condiciones. A pH < 
10 se produce un drástico cambio en la banda longitudinal hacia el azul, en paralelo con 
una disminución de la absorbancia, con una inflexión en torno a pH 8.5-9.0.  Al mismo 
tiempo, la banda transversal muestra un desplazamiento al rojo que coincide con el 
observado para la banda longitudinal. Estos cambios, como se ha mencionado más 
arriba, se cree que se producen por el ensamblaje de los NRs en configuración side-by-
side. A continuación, y en el intervalo 8.5 > pH > 6.5, se observa que la absorbancia 
permanece constante a la vez que la banda LSPR se desplaza al rojo. A pH < 6.5 se 
produce una meseta de absorbancia y un valor constante de longitud de onda después 
de sufrir una pequeña disminución de la absorbancia (Figura 24).   
 
 
Figura 23. Espectros UV-VisibleNIR de MHDA-AuNR a diferentes pH. 
 




Figura 24. Evolución de la λLSPR de las bandas longitudinal y transversa y de la absorbancia a 
estas λLSPR en función del pH. 
 
Para comprobar si los cambios en los espectros están relacionados con los 
ensamblajes descritos, se ha llevado a cabo un estudio mediante TEM, eligiendo algunos 
de los valores de pH para los que se producen los cambios importantes en las bandas, 
según se muestra en la Figura 25. 
 
Figura 25. Micrografías de MHDA-AuNRs depositadas desde disoluciones a diferentes pH: 11.8, 
8.5, 7.5 y 3.3. 
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En efecto, las micrografías obtenidas (Figura 25) muestran los fenómenos descritos, 
encontrándose un ensamblaje fundamentalmente side-by-side que forma agregados de 
mayor tamaño conforme disminuye el pH. Este resultado es algo sorprendente si se 
compara con el obtenido con MUA-AuNRs. Cabe pensar que este comportamiento 
distinto se debe a una organización diferente de la monocapa autoensamblada formada 
sobre la superficie. 
4.3.9. Interacción de AuNRs con la proteína Hemoglobina. Caracterización 
mediante espectroscopia UV-visible-NIR. 
Las proteínas hémicas se identifican a partir de sus bandas características en los 
espectros UV-visible (bandas , Soret, Qo y Q1). Los detalles espectrales dependen del 
estado de oxidación, los sustituyentes periféricos, ligandos axiales, estado de 
coordinación, estado de espín y aminoácidos próximos al átomo de hierro. 
En esta sección se describe el estudio de la formación, caracterización y estabilidad 
de los Nanobioconjugados formados entre los AuNRs y la proteína Hb. Las propiedades 
de la proteína Hb han sido ya descritas en el Capítulo 3. Para formar el bioconjugado se 
mezclan cantidades diferentes de AuNRs y proteína y se estudian los cambios en el 
espectro UV-visible-NIR.  En la Figura 26 se muestran los espectros obtenidos al añadir 
diferentes concentraciones de Hb a una disolución de concentración fija de CTAB-
AuNRs. En los espectros se observan los picos correspondientes tanto a los AuNRs como 
a la proteína, no produciéndose cambios significativos en las longitudes de onda de los 
mismos, indicando que no se producen cambios en la conformación de la proteína ni 
agregación de los AuNRs. Sin embargo, se observa un pequeño cambio en la longitud de 
onda de la banda longitudinal por 3-4 nm hacia el azul, cuando la concentración de Hb 
está por encima de 2 M, lo que sería debido a los cambios en la constante dieléctrica 
del medio que rodea al NR. 




Figura 26. Espectros UV-visible-NIR de CTAB-AuNRs en ausencia y en presencia de diferentes 
concentraciones de Hb. 
 
Para estudiar los cambios que pueden producirse en el bioconjugado en función del 
pH, se prepara el bioconjugado en tampón fosfato 10 mM a pH 7 y se realiza una 
valoración cambiando el pH por adición de NaOH o HCl. Los espectros obtenidos se 
muestran en la Figura 27. El bioconjugado se forma en medio neutro para, de esta 
manera, evitar la posible desnaturalización de la proteína en medio ácido o alcalino, 
hecho que pudiera alterar las condiciones del experimento. 
 
Figura 27. Espectros UV-Visible-NIR de CTAB-AuNR-Hb a diferentes pH. [CTAB-AuNRs] = 0.07 
nM; [Hb] = 2 M. 
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Cuando el pH cambia hacia medio ácido o alcalino, partiendo de medio neutro, no 
se producen cambios importantes en el intervalo 5 < pH < 10. En cambio, al disminuir el 
pH por debajo de 5, se observa un desplazamiento de la banda longitudinal hacia el rojo 
mientras que la absorbancia no cambia. En el otro extremo, al aumentar el pH por 
encima de 10, se produce una disminución de la longitud de onda de la banda 
longitudinal a la vez que disminuye la absorbancia. Este cambio se produce en paralelo 
con el desplazamiento de la banda Soret hacia valores propios de la proteína 
desnaturalizada (396 nm). Asimismo, se produce una disminución de la absorbancia de 
esta banda, lo que está de acuerdo con lo que ocurre en la proteína en ausencia de los 
AuNRs. 
 
Figura 28. Evolución de la longitud de onda y absorbancias de las bandas longitudinal y Soret 
en función del pH. Los resultados en verde corresponden a Hb libre. 
 
Comparando con el comportamiento de los CTAB-AuNRs en ausencia de Hb se 
observa que, en medio ácido, la presencia de la proteína induce un cambio de la banda 
longitudinal hacia el rojo que no se producía en su ausencia. Este cambio se produce sin 
pérdida de absorbancia lo que indica la posibilidad de una pequeña tendencia al 
ensamblaje end-to-end bajo estas condiciones. En la región de pH alcalino, los cambios 
que se observan son del mismo orden que los obtenidos en ausencia de proteína lo que 
indica que la presencia de ésta no proporciona estabilidad adicional a los AuNRs. Esto 
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puede explicarse por la desorción de la proteína o bien porque al cambiar su 
conformación no produzca la estabilización que se espera para el nanobioconjugado.  
La banda Soret mantiene un valor similar (404 nm) que el de la Hb libre en el 
intervalo de estabilidad de pH y disminuye a pH ácido, al igual que la proteína libre. Sin 
embargo, a pH alcalino, la banda Soret está desplazada al azul, al contrario que la 
especie libre que lo hace hacia el rojo llegando a alcanzar un valor de 411 nm.  De esta 
manera, la formación de la especie hemicromo se evita en presencia de los CTAB-AuNRs. 
Este cambio de 405 nm a 411 nm para la banda Soret se ha descrito en la bibliografía 
para Hb en presencia de concentraciones de CTAB más bajas que la concentración 
micelar crítica (cmc) y se acompaña de la disminución de la banda de 630 nm y el 
aumento de la de 537 nm. Dichas bandas Q de Hb pueden proporcionar información 
valiosa sobre el cambio de la conformación de Hb. Se concluyó que estos cambios 
estaban causados por la interacción del monómero de CTAB con la Hb.69 Las bandas a 
411 nm y 537 nm se consideran características del hemicromo.70 Se ha informado que 
el CTAB puede inducir a Met-Hb a convertirse en hemicromo. Como se ha indicado, la 
Hb consta de dos subunidades  y dos  y cada una posee un grupo hemo ubicado en la 
cavidad hidrofóbica. El ion Fe (III) en el hemo se coordina con cuatro átomos de N en la 
porfirina y la histidina proximal en la cadena peptídica. El sexto ligando del ion Fe (III) es 
H2O o el ion OH-.71 La aparición de los picos de absorción para el hemicromo (411 y 537 
nm) y la desaparición de los de Hb (405 y 630 nm) muestran que el monómero de CTAB 
cambia el microambiente alrededor del grupo hemo e induce a la His distal a reemplazar 
el H2O o el ion OH, es decir, que es el sexto ligando de Fe (III). 
Kaca et al.70 estudiaron la interacción de los ácidos grasos libres con la Hb y 
concluyeron que la cadena hidrófoba larga en los ácidos grasos puede convertir oxi-Hb 
en Met-Hb y hemicromo simplemente por la interacción hidrofóbica entre el ácido graso 
y la Hb. Sin embargo, cuando la concentración de CTAB es mayor que la CMC, la banda 
Soret de la Hb se desplaza de 411 a 405 nm, mientras que los picos de absorción a 537 
y 565 nm desaparecen, y se observa una nueva banda a 600 nm característica del 
monómero de Hb, por lo tanto, la micela de CTAB puede inducir la liberación del hemo 
desde la cavidad hidrofóbica de Hb.72 A partir de estos resultados, puede concluirse que 
el exceso e CTAB, al menos en cantidades superiores a su cmc, provoca la 
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desnaturalización de la proteína y, probablemente, la salida del grupo hemo de la 
cavidad hidrofóbica, produciendo el cambio de la banda Soret hacia el azul. Estos 
cambios tienen una dependencia con el pH que indicarían que solo en la región de pH 
neutro, se podría obtener un bioconjugado con proteína nativa adsorbida. 
En el caso de la formación del nanobioconjugado a partir de MUA-AuNRs, se 
obtienen los espectros UV-visible que se recogen en la Figura 29 en presencia de 
diferentes concentraciones de Hb. En una primera aproximación, el comportamiento 
observado es similar al de los CTAB-AuNR. Sin embargo, existe una diferencia 
importante en la banda Soret que ahora se encuentra a 411 nm. 
 
 
Figura 29. Espectros UV-Visible de los bioconjugados formados con las nanovarillas de oro 
cubiertas por MUA y concentraciones crecientes de Hb. 
 
Además del cambio en la banda Soret a 411 nm se observa que aparecen algunos 
nuevos detalles en los espectros en comparación con el CTAB-AuNR-Hb. Con el fin de 
eliminar la influencia de la Hb, se llevan a cabo espectros de diferencia (Figura 30), que 
se realizan poniendo en la cubeta de referencia la misma cantidad de Hb que en el 
bioconjugado o bien restando el espectro de Hb libre del del bioconjugado. 




Figura 30. Espectros de diferencia UV-Visible de los bioconjugados MUA-AUNR-Hb a 
concentraciones crecientes de Hb. A) Región de la banda Soret (B) Región de las bandas LSPR. 
 
En primer lugar, el cambio de longitud de onda en la banda Soret junto con el 
aumento de la absorbancia se reflejan en el intervalo de 350-450 nm. Esto se demuestra 
por las bandas positivas y negativas, donde las positivas se ubican en longitudes de onda 
más largas. En segundo lugar, la banda de plasmón longitudinal se desplaza a valores 
más altos, desde 640 nm en ausencia de Hb a 658 nm en presencia de 10 µM de Hb. 
Como se puede observar, este desplazamiento es linealmente dependiente de la 
concentración de Hb. Esta característica se puede interpretar como el recubrimiento de 
los MUA-AuNRs por capas de proteína que cambian la constante dieléctrica de la capa 
que rodea al MUA-AuNR.1 
En tercer lugar, dos bandas a 537 y 560 nm aparecen en el intervalo de longitud de 
onda correspondiente a las bandas Q. Estas bandas están, de alguna manera, 
superpuestas con la banda de plasmón transversal a 515 nm, pero como puede 
observarse en la Figura 30B, su absorbancia es mucho mayor. Por lo tanto, se puede 
decir que estas bandas aparecen tras la interacción de la Hb con MUA-AuNR y, deben 
estar adscritas a algún cambio conformacional en la proteína, en particular, en el 
entorno cercano a los grupos hemo. 




Figura 31. (a) Espectros UV-Visibles del bioconjugado Hb-MUA-AuNR a diferentes pH. (b) 
Evolución de la λmax de la banda Soret en función del pH ()  y de la proteína libre (). 
 
En el caso del bioconjugado MUA-AuNR-Hb, el comportamiento en función del pH 
es algo diferente comparado con el del bioconjugado con CTAB. En primer lugar, el 
fenómeno de agregación está ausente en todo el intervalo de pH estudiado (Figura 31). 
Al igual que en el caso de la estabilidad de MUA-AuNR, aparecen algunos signos de 
scattering, pero en menor medida. La variación de la banda de Soret es similar a la 
observada para la proteína libre, aunque la variación de la longitud de onda que define 
a la conformación de hemicromo ocurre adelantada en dos unidades de pH. Parece 
probable, entonces, que la interacción con MUA-AuNRs provoque la formación de la 
especie hemicromo en una mayor extensión. La banda de plasmón longitudinal cambia 
a mayores longitudes de onda al disminuir el pH y este cambio ocurre en paralelo con 
un aumento de absorbancia (Figura 32). Ambos cambios siguen una variación sigmoidal 
con una inflexión próxima al pI de la proteína Hb. 




Figura 32. Evolución de la λLSPR de la banda longitudinal (a) y su absorbancia (b) frente al pH. 
 
Es interesante destacar que los puntos medios de las transiciones que involucran 
tanto a la banda de Soret como a los de la banda LSPR longitudinal se encuentran 
cercanos a pH 7. De aquí que los cambios podrían explicar la existencia de dos tipos de 
bioconjugados correspondientes a medio ácido y alcalino, probablemente dependiendo 
del estado de ionización de los grupos terminales carboxílicos de las moléculas de MUA 
unidas a la superficie de AuNR. 
4.3.10. Caracterización de los bioconjugados mediante espectroscopia Raman. 
La caracterización de los bioconjugados AuNRs-Hb mediante espectroscopía Raman 
pueden involucrar los fenómenos de resonancia y SERS. Así, cuando los espectros 
Raman se obtienen por excitación a una frecuencia que coincide con las bandas de 
absorción permitidas del cromóforo, se espera que los modos vibracionales muestren 
un aumento de intensidad en las bandas que tienen origen en los mismos modos 
electrónicos que han servido para su excitación. Se dice que los modos resultantes son 
activos vibrónicamente. Estos modos pueden ser de dos tipos, A y B, en referencia a si 
conectan los estados fundamental y excitado a través de solapamiento Franck-Condon, 
cambiando la energía del estado resonante, o si mezclan la transición electrónica 
resonante con otra de energía más alta, respectivamente. La transición electrónica de 
energía más alta se asigna a la banda Soret que se observa en torno a 400 nm. La 
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transición de más baja energía se asigna a la banda Q y se observa en torno a 550 nm y 
es un orden de magnitud más débil que la Soret. 
Se ha visto que los espectros Raman de proteínas hémicas muestran un conjunto 
de bandas que están en resonancia con las bandas mencionadas y éstos se han aplicado 
extensamente al estudio de la estructura, función, plegamiento y dinámica de las 
mismas. En la Figura 33 se recogen espectros RR realizados para la proteína Hb libre y 
formando los bioconjugados con CTAB- y MUA-AuNRs. Los espectros se han realizado 
por excitación a 532 nm, de manera que se excitan las transiciones correspondientes a 
las bandas de la porfirina, pudiendo producirse el efecto RR y, en parte, a las bandas 
LSPR de los AuNRs, con el consiguiente aumento en la intensidad debido al efecto SERS. 
Bajo estas condiciones se habla de efecto SERRS involucrando ambos procesos.   
 
Figura 33. Espectros RR y SERRS. Las líneas verticales punteadas señalan las bandas 
marcadoras del estado de oxidación (), estado de espín () y estados de oxidación y 
espín (). 
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Como se observa en la Figura 33 todos los espectros muestran abundancia de 
bandas que, como se recoge en la Tabla 4 se pueden asignar a los diferentes grupos del 
anillo de porfirina.73, 74 
 
Tabla 4. Asignación de bandas Raman de Hb, CTAB- y MUA-AuNR-Hb. 
Hb CTAB-NR-HB MUA-NR-Hb Asignación 
671 672   (pirrol deformación) sim ν7 
741 745 746 ν(Cα-Cβ)sim ν15 
918 916 964 γ(=CbH2)sim  
988 993 1000 γ(CaH=)  
1078   δ(=CbH2)asim ν23 
1122 1122 1126 ν(Cα-Cβ)sym + ν(Fe-N) ν6 + ν8 
1165 1165 1165 ν(pirrol medio anillo)asim ν30 
1220 1219 1234 prop CH2 twisting  
1301 1300 1307 δ(CmH)], δ(CaH=) ν21 





1372      
(MHb III) 
ν(pirrol medio anillo)sim 
ν4 (ferric) / ν4 
(ferrous) 
1391 1388 1391 ν(pirrol cuarto de anillo) ν29 
1554  1562 ν(CβCβ) ν11 
1586 (ls) 1585 (ls) 1588(ls) ν(CαCm)as ν37 
1639  1640 ν(CαCm)as ν10 
 
Las vibraciones de porfirina incluyen las bandas marcadoras del estado de oxidación 
a 1378 y 1355 cm-1 para hemos férricos y ferrosos, respectivamente, además de otros 
modos de esqueleto como son las de 1639, 1554, 1391, 1301 y 671 cm-1. Las bandas 
marcadoras de oxidación aparecen en el espectro de Hb a 1359 cm-1 indicando que se 
encuentra en estado de Hb(FeII) y algo similar ocurre en el caso del bioconjugado CTAB-
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AuNR-Hb. Sin embargo, el espectro de MUA-AuNR-Hb muestra un desplazamiento de 
esta banda hacia 1372 cm-1, lo que indica que se encuentra en estado Hb(FeIII). Por otra 
parte, la banda a 1562 cm-1 se ha asignado también al estado oxidado, observándose un 
desplazamiento hacia valores más bajos de energía para el estado reducido. No 
obstante, esta banda es menos útil como marcador de estado de oxidación ya que se 
encuentra solapada con otra cercana a 1555 cm-1 en el caso de los derivados protohemo, 
como el que posee la Hb.75  
Las bandas marcadoras del estado de spin son las bandas a 1555 y 1585 cm-1, siendo 
ésta última la que se asigna al estado de bajo espín (LS) que es la que se observa en 
todos los casos en los espectros. Por último, las bandas a 1500 y 1640 cm-1 son sensibles 
tanto al estado de oxidación como al estado de espín, aunque con mucha menos 
precisión que las anteriores. A partir de este análisis se puede concluir que la Hb libre y 
formando el bioconjugado con los CTAB-AuNRs se encuentra en estado reducido 
(probablemente deoxi-Hb) y cuando forma el bioconjugado con los MUA-AuNRs se 
oxidaría estando en ambos casos en estado de LS. 
4.3.11. Estudio de la transferencia electrónica de los bioconjugados CTAB- y 
MUA-AuNR-Hb. 
Como se ha comentado en los Capítulo 3 y 4, la presencia del grupo hemo en Hb, 
permite llevar a cabo una caracterización electroquímica del bioconjugado. En este 
sentido, parece interesante estudiar la posible influencia de la forma del nanomaterial 
en la respuesta electroquímica de estos sistemas. 
Se ha seguido una estrategia experimental similar a la descrita para las AuNPs, 
formando el bioconjugado previamente a la deposición sobre el electrodo. Bajo estas 
condiciones experimentales se obtiene una respuesta electroquímica que está ausente 
en el caso de la deposición de proteína libre en ausencia de AuNRs. Las señales 
obtenidas se recogen en la Figura 34 para los bioconjugados formados con CTAB- y MUA-
AuNR-Hb. 




Figura 34. VCs de los bioconjugados CTAB- (izquierda) y MUA-AuNR-Hb (derecha) a diferentes 
velocidades de barrido. 
 
Debido a la baja concentración de los AuNRs en disolución, la cantidad de 
bioconjugado que puede añadirse es pequeña. Esto hace que la forma de los VCs 
muestre una importante corriente de carga que hace difícil la detección de los picos. Se 
ha llevado a cabo la sustracción de la corriente de carga para la traza catódica y los 
resultados se recogen en la Figura 35. En el caso de la traza anódica, la línea base de la 
corriente que marca el fondo presenta cierta inclinación lo que no permite realizar esta 
operación de una forma apropiada. 
 
Figura 35. Señales voltamperométricas de la corriente catódica después de restar el fondo en 
los VCs de los bioconjugados CTAB- (izquierda) y MUA-AuNR-Hb (derecha) a diferentes 
velocidades de barrido. 
 




Figura 36. (a) Representación de la intensidad de los picos catódico y anódico frente a la 
velocidad de barrido (v) para el bioconjugado CTAB-AuNR-Hb. (b) Representación logarítmica. 
 
 
Figura 37. (a) Representación de la intensidad de los picos catódico y anódico frente a la 
velocidad de barrido (v) para el bioconjugado MUA-AuNR-Hb. (b) Representación logarítmica. 
 
Se ha llevado a cabo un análisis del proceso electroquímico para evaluar las 
características de los picos catódico y anódico que, como se observan en las Figuras 36 
y 37, muestran las características típicas de procesos confinados en la superficie, 
obteniéndose valores de log I / log v muy próximas a la unidad. Además, la corriente 
de pico varía linealmente con la velocidad de barrido siguiendo el comportamiento dado 
por la ecuación  (1) (Capítulo 3).76 
En este tipo de sistemas, la carga involucrada en el proceso de transferencia 
electrónica se puede determinar a partir de la integración de los picos de los CVs (Figura 
35), una vez que se resta la corriente del fondo. Las cargas del pico catódico 
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determinadas junto con los valores de la anchura a la mitad de la altura se han 
representado en función de la velocidad de barrido en la Figura 38. 
 
 
Figura 38. Representación de la anchura a la mitad de la altura (W) y la carga involucrada en el 
proceso catódico (Qc) de las curvas voltamperométricas representadas en la Figura 34 para los 
bioconjugados CTAB- (izquierda) y MUA-AuNR-Hb (derecha) en función de la velocidad de 
barrido. 
 
Los resultados del análisis, de nuevo, merecen algunos comentarios. En primer 
lugar, hay que tener en cuenta que el proceso es mono-electrónico, lo que para un 
sistema redox confinado en la superficie de un electrodo y que presente características 
reversibles, debe mostrar un valor de W próximo a 3.53  RT/nF (90.6 mV a 25 °C).  
Aunque este comportamiento ideal es el que se desea para poder determinar 
algunos parámetros del sistema, esto se observa raras veces en los sistemas estudiados. 
Como se ha explicado en el Capítulo 3, la separación de la idealidad se ha explicado como 
consecuencia de la existencia de interacciones laterales entre especies electroactivas o 
por la existencia de una distribución espacial de centros redox en multicapas77 y la 
presencia de sitios electroactivos no equivalentes.78 Se ha considerado también el 
efecto de doble capa que puede tener lugar en el caso de que la caída de potencial no 
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tenga lugar dentro de la película de baja permitividad entre el electrodo y el plano redox. 
Por otra parte, se ha identificado una fuente de ensanchamiento de picos como 
consecuencia de una población heterogénea de proteínas adsorbidas debida a la falta 
de uniformidad en los microentornos de adsorción a través de la superficie, que puede 
dar lugar a una distribución de estados redox.79-81 Los modelos electrostáticos iniciales 
de la distribución de potencial interfacial asumen que los centros redox están todos 
localizados en el mismo plano a una distancia dada desde la superficie del electrodo. Sin 
embargo, este no es siempre el caso. Así, cuando los centros redox se esparcen en una 
lámina tridimensional se obtienen voltamperogramas más anchos y asimétricos que 
reflejan una conversión redox layer-by-layer.82 
En el presente caso, la anchura de los picos sobrepasa con mucho el valor teórico 
esperado de 90.6 mV (Figura 38). La falta de idealidad en el sistema bajo estudio debe 
venir provocado por la presencia de diferentes microentornos en los nanomateriales 
que se encuentran rodeados de proteína Hb y que a su vez se encuentran empaquetados 
al depositarse sobre la superficie del electrodo, junto con el hecho de que la propia 
proteína Hb es un tetrámero que contiene 4 unidades (2  y 2 ) y cada una de ellas 
incluye un grupo hemo que es la especie electroactiva. 
Por otra parte, puede observarse (Figura 38) que la carga involucrada en el proceso 
catódico disminuye conforme aumenta la velocidad de barrido, encontrándose en 
ambos casos un comportamiento similar; se obtiene una disminución drástica de la 
carga a bajas velocidades de barrido y, por encima de 2 a 3 V/s se hace constante. Este 
comportamiento se ha explicado que se debe a la presencia de multicapas de proteínas 
adsorbidas en la superficie del electrodo y que, solo a bajas velocidades, pueden 
experimentar el proceso redox. Sin embargo, cuando se aumenta la velocidad de 
barrido, la densidad de carga disminuye hasta que se alcanza un valor constante, 
evidenciando que solo se produce el intercambio electrónico con la capa de proteína 
más próxima a la superficie del electrodo.81  
Además de la forma de la curva de caída de la carga en función de la velocidad de 
barrido, que es más abrupta en el caso del bioconjugado formado con CTAB-AuNRs, se 
observa también que en este caso la carga máxima obtenida es menor que en el caso 
del bioconjugado MUA-AuNR-HB, aproximadamente 50 %. Hay que resaltar que la 
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cantidad de bioconjugado añadido en ambos casos es idéntica, por lo que la única 
diferencia en estos experimentos es la naturaleza de la capa protectora del AuNR. Por 
otra parte, la disminución de carga con respecto a la inicial es del 65 % en ambos casos. 
Si se realiza un balance de materia, teniendo en cuenta el número de AuNRs añadidos, 
el área superficial de los AuNRs y la cantidad de moléculas de Hb que pueden adsorberse 
en cada capa (se tiene en cuenta el aumento de área provocada por cada capa adicional 
de proteína, dando un numero de moléculas de Hb de 55, 145, 270, 410, 610 y 840 para 
un ensamblaje compacto en las 1ª, 2ª, 3ª, 4ª, 5ª y 6ª capa, respectivamente), se obtiene 
que en el caso de MUA-AuNR-Hb, el sistema es capaz de testear hasta la 6ª capa de 
proteínas, asumiendo que cada proteína intercambia 4 electrones. Al aumentar la 
velocidad de barrido y obtenerse el valor de carga constante, el equivalente de carga 
obtenido correspondería a las 4 primeras capas de proteína activa.  En el caso del 
bioconjugado CTAB-AuNR-Hb, el sistema permitiría sensar las primeras 4 a 5 capas bajo 
condiciones de baja velocidad llegando a medir solo las 3 capas más próximas, a alta 
velocidad de barrido. Este balance implica un alto grado de actividad electroquímica de 
los bioconjugados formados con AuNRs, independientemente de la capa protectora. 
La escala de tiempo que se requiere para cambiar el estado de oxidación de una 
especie redox confinada en la superficie involucra dos mecanismos complementarios. 
Por una parte, el mecanismo de transferencia de carga involucra la transferencia 
electrónica directa entre el electrodo y el sitio redox localizado a una distancia a la que, 
probablemente, debe actuar el efecto túnel. Por otra parte, la propagación de la 
reacción redox dentro de la película y más allá de la distancia túnel desde el electrodo 
requiere el intercambio de electrones entre sitios vecinos. Este proceso, conocido como 
transporte de carga, es de naturaleza difusiva y está asistido por los movimientos 
segmentales de la película polimérica y facilita que los sitios redox vecinos se acerquen 
lo suficiente como para que se produzca un evento de “electron hopping”.83 Las 
velocidades de transporte y transferencia de carga y su dependencia con las variables 
experimentales se han estudiado y se ha encontrado que los resultados obtenidos en 
películas organizadas aleatoriamente no pueden extrapolarse al caso de multicapas 
ordenadas que exhiben la capacidad de controlar la naturaleza y la carga de las capas. 
El modelo de Laviron 77, 84 trata centros redox localizados en planos bien definidos, 
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mientras que los casos reales tienen una distribución más homogénea. Un modelo más 
reciente 83 permite que el potencial varíe con la distancia del centro redox a la superficie 
del electrodo. La diferencia de potencial entre los picos de oxidación y reducción (E) a 
bajas velocidades de barrido aumenta al disminuir el coeficiente de difusión aparente 
Dap. Este efecto se asocia con las limitaciones en el transporte de carga. En este caso, E 
alcanza un valor constante a unos 58 mV, muy cerca del valor esperado para un sistema 
controlado por difusión. El modelo de Laviron que considera sitios redox localizados en 
planos paralelos al electrodo, predice una disminución de este valor al aumentar v. Esto 
ocurre cuando la difusión puede penetrar solo el primer plano y, por tanto, se restaura 
el comportamiento de capa delgada. Cuando la transferencia de carga es más lenta que 
el transporte de carga, el primer proceso enmascara la separación de picos y no permite 
observar el fenómeno difusivo.  
 
Figura 39. Variaciones de los potenciales de pico, Ec, Ea y del potencial de onda media, (E1/2), en 
función del logaritmo de la velocidad de barrido. () CTAB- y () MUA-AuNR-HB. 
 
La variación de los potenciales de pico con v significa que el comportamiento no es 
ideal. Se puede explicar asumiendo una distribución de entornos químicos (y de esta 
forma, una distribución de valores de E) en la dirección normal al electrodo. Esta 
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suposición está basada en el hecho de que, en el límite de baja velocidad de barrido, la 
técnica de voltamperometría sondea los sitios redox y, por tanto, da un potencial de 
pico que es el promedio de todos los valores de la película. En el límite de alta velocidad, 
solo se sondean los sitios adyacentes al electrodo y como consecuencia solo contribuyen 
los valores de E de esos sitios al potencial promedio. En la Figura 39 se muestran las 
variaciones de potencial obtenidas en el estudio con la velocidad de barrido (Figura 34). 
Como puede observarse, la variación de Ep en cada caso muestra un comportamiento 
errático al igual que la propia variación de E1/2.  
El método general de Laviron 85 para determinar la constante de transferencia de 
carga, k, de especies adsorbidas en un electrodo está basado en la aproximación de 
Butler-Volmer y usa los potenciales obtenidos en función de la velocidad de barrido. Este 
método se basa en la determinación del coeficiente de transferencia, , que es una 
medida de la simetría de la barrera de energía para la reacción redox. En el caso ideal, 
 = 0.5, para todos los sobrepotenciales aunque también hay casos en que se desvía de 
este valor. Por tanto, la determinación de  es crucial para poder determinar k. Así, a 
partir de la representación de Ep vs. log v, se obtienen dos ramas que parecen guardar 
cierta simetría con respecto a los valores de los potenciales promedio (Figura 39). Para 
llevar a cabo las determinaciones, se realiza la sustracción de estos potenciales 
promedio a los potenciales para cada pico. Los resultados se recogen en la Figura 40. 
Como puede observarse, incluso a las más bajas velocidades de barrido estudiadas, se 
observa una cierta separación entre los picos anódico y catódico, que empieza a hacerse 
mayor al aumentar la velocidad. Este comportamiento estaría de acuerdo con el 
fenómeno de transporte de carga antes mencionado y que se ajustaría al modelo 
derivado por Calvo y col.83 Bajo estas condiciones, se puede determinar tanto el valor 
de  como de k, a partir del método de Laviron.77, 84  




Figura 40. Variación de los potenciales de pico anódico y catódico, una vez que se ha sustraído 
el valor de E1/2, en función del logaritmo de la velocidad de barrido. 
 
A altas velocidades, se observa que los valores de Ep varían linealmente con log v y, 
como estas ramas alcanzan valores de E > 200 mV, se pueden usar las ecuaciones 
apropiadas 86 para determinar los parámetros  y k.  
Teniendo en cuenta las ecuaciones (4-6) (Capítulo 3), que relacionan los cambios en 
Ep con log v y que permiten  y k, se obtienen valores de  de 0.6 y 0.47 para CTAB- y 
MUA-AuNR-Hb, respectivamente, que están próximos al valor teórico para el caso de 
picos voltamperométricos simétricos que es de 0.5. A partir de este análisis se obtienen 
valores de k de 227 y 115 s-1 para los Nanobioconjugados CTAB- y MUA-AuNR-Hb, 
respectivamente. Estos valores son del orden de los encontrados con AuNPs descritos 
en el Capítulo 3.  
Por último, se ha ensayado la actividad peroxidasa de los aductos. Para ello, se ha 
llevado a cabo el estudio de la actividad electrocatalítica de los nanobioconjugados 
formados frente a la reducción de H2O2. Para ello, se parte de la misma estrategia usada 
para los estudios electroquímicos comentados más arriba. Una vez depositado el 
nanobioconjugado sobre el electrodo de grafito, se registra una curva VC en ausencia de 
H2O2. A continuación se añaden alícuotas de este reactivo y se miden los VCs 
obteniéndose el comportamiento que se muestra en la Figura 41. 




Figura 41. VCs de los Nanobioconjugados CTAB- (izquierda) y MUA-AuNR-Hb (derecha) en 
disolución de tampón PBS 0.1M a pH 7 en ausencia y en presencia de diferentes 
concentraciones de H2O2. V = 100 mV/s. 
 
Como puede observarse en la Figura 41, el pico de reducción a -0,4 V aumenta con 
la adición de H2O2 mientras que el pico de oxidación disminuye hasta desaparecer. De 
nuevo, el comportamiento observado se puede explicar según el esquema de reacciones 
(a) – (e) descritos en el Capítulo 3. 
Se determina que la sensibilidad de este electrodo para la reacción enzimática es 
de 53.8 y 31.6 mA·cm-2·M-1, para los bioconjugados CTAB- y MUA-AuNR-Hb, 
respectivamente. 
Si continúa aumentándose la concentración de H2O2 se obtiene un valor límite de 
corriente de reducción, un fenómeno que es característico de un comportamiento tipo 
Michaelis-Menten. A partir de estos datos, se puede determinar la constante aparente 














donde Iss es la corriente obtenida a diferentes concentraciones de sustrato, c es la 
concentración de sustrato e Imax es la corriente máxima medida en condiciones de 
saturación del sustrato. La KMapp se puede obtener mediante el análisis de la pendiente 
y la intersección de la representación de las recíprocas de la corriente frente a la 
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concentración de H2O2. Los valores obtenidos también se recogen en la Tabla 3. Estos 
valores son del orden de los obtenidos con los bioconjugados AuNP-Hb.  
Tabla 3. Parámetros electrocatalíticos determinados para H2O2 con los bioconjugados 
depositados en un electrodo GC. 
Bioconjugado Imax / µA KM / mM S / mA·cm-2·M-1 
CTAB-AuNR-Hb 3.04 1.15 53.8 
MUA-AuNR-Hb 2.36 1.27 31.6 
 
Un pequeño valor de KMapp implica buena afinidad entre la Hb inmovilizada y el 
H2O2, lo que favorece la reacción electroquímica. 
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5. Nanoprismas triangulares de oro (AuNTs). 
5.1. Introducción. 
Los antiguos griegos ya sabían que había cinco sólidos, a los que llamaron 
platónicos, que podían construirse seleccionando un polígono regular convexo y 
colocando el mismo número de ellos en cada esquina. Así, se forman tetraedros, 
octaedros, hexaedros (cubo), icosaedros y dodecaedros. La belleza de su simetría y su 
aparente simplicidad continúa inspirando a generaciones de matemáticos y científicos.  
La preparación de estas estructuras a nivel de nanoescala con metales, partiendo 
de las sales correspondientes, parecía más un arte que una ciencia, ya que las diferentes 
preparaciones eran poco reproducibles. Las investigaciones pioneras apuntaban a que 
las condiciones de reacción o los mecanismos para la modulación de la forma no se 
entendían bien, al menos, para producir nanocristales en forma masiva con las formas 
deseadas. 
Recientemente, el concepto de control en la forma ha revitalizado la antigua síntesis 
de coloides metalicos.1 En este sentido, los prismas triangulares son un tipo de 
nanoestructuras de gran interés debido a sus propiedades ópticas especiales y ello ha 
hecho que se desarrollen nuevas metodologías para su preparación.2-5 
Los procedimientos de síntesis más utilizados se basan en el método de crecimiento 
mediado por semillas, al igual que ocurría con los nanocilindros de oro estudiados en el 
Capítulo 4. Para ello se preparan semillas de oro de un tamaño en torno a 5 nm de 
diámetro seguido por un procedimiento de crecimiento en varias etapas que suele 
incluir un agente surfactante que actúa como decapante y un reductor suave. Estos 
procedimientos producen una mezcla de nanopartículas con formas esféricas y prismas 
triangulares cada una de ellas con un tamaño relativamente homogéneo. Parece que la 
concentración de surfactante es un factor crítico para la producción de prismas 
triangulares en lugar de otras formas anisotrópicas utilizándose, en este caso, una 
concentración de surfactantes a saturación. Por otra parte, en el caso de prismas 
triangulares de oro (AuNTs), el grado de control en la síntesis por adición de iones Au y 
el reductor ácido ascórbico demuestra los principios de la metodología de semillas. El 
concepto de crecimiento mediado por semillas involucra la reducción lenta de los iones 
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metálicos en la superficie de una nanopartícula en crecimiento y, al mismo tiempo, el 
balance de la potencia reductora en la disolución, de manera que los nuevos eventos de 
nucleación se hagan lentos en relación con el crecimiento de la nanopartícula. Ya que 
los iones Au tienen un alto potencial de reducción en ausencia del metal Au (Auátomo / 
AuI)ac = -1.5 V vs NHE, las nanoestructuras de oro sirven como catalizadores que facilitan 
la propia reducción de oro (Aumetal / AuI)ac = 1.692 V vs NHE).6 Para un número de 
adiciones dado, si no se añaden las cantidades equivalentes de forma secuencial sino al 
comienzo de la síntesis, no se observa un aumento equivalente de la longitud del eje del 
AuNT. Este crecimiento no equivalente indica que la cantidad de iones Au en disolución 
no controla directamente el tamaño de la nanoestructura. En su lugar, se observa un 
aumento de la población de partículas pseudo-esféricas de Au con poco aumento en el 
eje del AuNT. Por tanto, la cantidad de oro debe añadirse paso a paso para que el 
crecimiento esférico no compita con el de los prismas. También, si los iones Au se 
añaden en ausencia de ácido ascórbico adicional, tampoco crece la longitud del eje del 
AuNT. De estos resultados se concluye que la lenta adición del ion metálico en presencia 
de un agente reductor débil es lo que provoca el crecimiento en forma de prisma 
triangular. 
El crecimiento de los AuNTs se puede monitorizar mediante espectroscopia de 
absorción UV-visible-NIR, observándose la aparición de tres picos denominados I, II y III 
que corresponden a la resonancia de plasmon superficial dipolar ( 1200 nm), 
cuadrupolar ( 800 nm), ambas correspondientes a la estructura del prisma triangular 
y, la última, que corresponde a la resonancia dipolar ( 500 nm) de las nanopartículas 
cuasi-esféricas.5 
A través del crecimiento de los AuNTs durante la síntesis, se observa un aumento 
de la resonancia dipolar III. Existen evidencias de que las nanopartículas esféricas 
crecen, llegando a  40 nm de diámetro y que no hay población de pequeños AuNTs en 
desarrollo con las adiciones sucesivas. Esta relación competitiva puede entenderse por 
el efecto de Gibbs-Thomson que mantiene que una superficie convexa tiene una energía 
superficial más alta que una superficie plana del mismo material en la misma fase. Por 
el contrario, una superficie cóncava tendría una menor energía superficial que la 
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superficie plana. Este efecto se ha observado para islas de metal en la nanoescala y 
podría ser el que dirige el crecimiento anisotrópico de las nanopartículas.7 
Recientemente, se ha sugerido que los AuNTs forman maclas (111) y que estas 
estructuras producen facetas cristalinas laterales cóncavas y convexas.8 La superficie 
convexa, de acuerdo con el efecto Gibbs-Thomson sería menos estable frente a la 
adición de nuevos átomos de Au y podría explicar el crecimiento preferencial de los 
AuNTs sobre las facetas convexas de las nanopartículas pseudo-esféricas. Los diagramas 
de difracción de los AuNTs indican la presencia de una faceta cristalina (111) en la cara 
superior y (112), en la cara lateral del prisma. También se observan reflexiones 
prohibidas en el diagrama de difracción que son consistentes con la presencia de la 
estructura de macla.6 Estas teorías, por tanto, crean un punto de partida para elucidar 
el fenómeno físico que dirige el crecimiento selectivo de los AuNTs. Además de las 
consideraciones de energía superficial están los factores químicos que median la 
reducción de los iones Au. Es probable que la combinación de ambas fuerzas sea la que 
produce el crecimiento preferencial de la longitud del AuNT. 
5.2. Experimental. 
5.2.1. Síntesis de nanoprismas triangulares de oro (AuNT). 
La preparación AuNTs se ha llevado a cabo mediante un procedimiento mediado 
por semillas (Esquema 1) 9 que emplea un agente reductor suave, como es el Na2S2O3, y 
que puede seguirse mediante espectroscopía UV-visible-NIR. El protocolo comienza con 
la mezcla 25 ml HAuCl4 2 mM con 30 mL de una disolución de Na2S2O3 0.5 mM. Esta 
mezcla se agita durante 9 minutos, que es el tiempo en el que se forman las semillas. La 
etapa de crecimiento se inicia por la adición de 12.5 ml de Na2S2O3 0.5 mM. Como puede 
observarse en la Figura 1, el espectro de HAuCl4 muestra bandas a 219 y 308 nm que 
empieza a cambiar cuando se añade Na2S2O3. Transcurridos 9 minutos, se observa la 
aparición de bandas a 534 y 1086 nm que evolucionan con el tiempo, a la vez que 
empiezan a disminuir las señales correspondientes a la sal de oro. La etapa de 
crecimiento se sigue durante 45 minutos, tiempo a partir del cual no se observan 
cambios significativos en el espectro, lo que hace pensar que el proceso no evoluciona. 
Hay que destacar que, en estas condiciones no se observa la presencia de sal de oro, por 
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lo que puede concluirse que los iones Au se han convertido cuantitativamente en 
nanoestructuras. La presencia de bandas a 539 y 1015 nm permite intuir la presencia en 
la preparación de una mezcla de nanopartículas esféricas (absorción a 539 nm) y AuNTs 
(absorción a 1015 nm). Estos cambios en los espectros se acompañan de cambios en el 
color de la disolución desde rojo a azul verdoso, al final de la reacción. 
 
 




Figura 1. Espectros UV-visible-NIR obtenidos durante las diferentes etapas del procedimiento 
de preparación de AuNTs mediada por semillas. 
 
5.2.2. Separación de los AuNTs. 
Las micrografías TEM obtenidas para esta preparación (Figura 2) muestra, como es 
de esperar, la presencia de una mezcla de semillas esféricas y AuNTs que deben 
someterse a un procedimiento de separación posterior. Para ello se utiliza una 
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metodología de depleción asistida por surfactantes. La concentración de surfactante 
(CTAB) que se emplea depende del tamaño de las partículas a separar. Por tanto, se lleva 
a cabo un ensayo preliminar utilizando diferentes concentraciones de CTAB y, 
manteniendo las muestras a 28 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se observa 
un precipitado en el fondo del matraz que debe contener los AuNTs, mientras que el 
sobrenadante mantiene el color rojizo típico de las dispersiones de nanopartículas 
esféricas. Mediante espectroscopia UV-visible-NIR (Figura 3), se observa que la muestra 
que contiene 0.167 M de CTAB ha producido la separación completa de estas 
nanoestructuras, procediéndose a la separación del precipitado y su valoración después 
de su dispersión en agua. Es evidente que el sobrenadante contiene únicamente 
nanopartículas esféricas (absorción a 537 nm), mientras que la muestra redispersada 
muestra la banda a 1030 nm y ausencia total de la señal a 537 nm. Por tanto, se puede 
concluir que la separación, bajo estas condiciones experimentales es cuantitativa. Es 
interesante destacar que, esta disolución presenta un color verde oscuro que indica la 
presencia de AuNTs.  
 
 
Figura 2. Micrografías TEM de la preparación de AuNTs representada en la Figura 1 (Izquierda) 
y del precipitado redispersado mostrado en la Figura 3 (Derecha). 
 




Figura 3. Espectros UV-visible-NIR obtenidos en el procedimiento de depleción de las AuNTs 
obtenidos mediante el protocolo de síntesis representado en la Figura 1. 
 
Se han medido los tamaños de los AuNTs obtenidos utilizando diferentes imágenes 
TEM y el resultado se recoge en el histograma representado en la Figura 4 en el que 
puede observarse que existe una población promedia de AuNTs con una longitud lateral 
de 156 nm. 
 
Figura 4. Histograma obtenido para la determinación del tamaño de los AuNTs utilizando 
micrografías TEM del conjunto cuya muestra se recoge en la Figura 2. 
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5.3. Resultados y discusión. 
5.3.1. Caracterización de AuNTs mediante espectroscopia Raman. 
A la vista de la metodología empleada para la separación de las nanopartículas de 
diferente forma y tamaño utilizando CTAB, se ha llevado a cabo un primer intento de 
caracterización de los AuNTs empleando espectroscopia Raman. El espectro obtenido 
para los AuNTs se compara con el de CTAB libre, ya comentado en el Capítulo 4 (Figura 
5). Bajo estas condiciones experimentales, hay que destacar que no se observa la banda 
a 170 cm-1 en el espectro de los AuNTs a diferencia de lo que ocurría con CTAB-AuNRs. 
Como se indicó entonces, esta banda corresponde a la vibración del enlace Au-Br.10 11 
La aparición de esta banda se ha indicado que es debida a la interacción de las cadenas 
de CTAB a través del grupo de cabeza manteniendo el anión bromuro en el espacio entre 
la capa de surfactante y la superficie del Au. El hecho de que estas nanopartículas se 
sinteticen en ausencia de CTAB y éste se añada solo para el proceso de depleción, 
indicaría que la forma de adsorberse a la superficie del oro es diferente al caso de los 
AuNRs. Por otra parte, mientras que en el espectro Raman de CTAB-AuNRs no aparecían 
las bandas a 748, 758 y 770 cm-1 que corresponden a tensiones del grupo de cabeza 
trimetilamonio, sino que aparecía una única banda menos definida a 760 cm-1, en el 
espectro de los AuNTs estas bandas aparecen en forma similar al caso del CTAB libre. 
Este hecho apunta igualmente a un tipo de película diferente en el presente caso, 
probablemente presentando menos compacidad y, por tanto, permitiendo una mayor 
libertad de movimiento que en el caso de la bicapa de CTAB que protege al AuNR. Como 
se observa en la Figura 5, existen una gran similitud en el resto de las bandas obtenidas 
observándose aquellas características de cadenas alquílicas largas como son las 
vibraciones de esqueleto C-C a 1070 y 1144 cm-1, las debidas a los grupos CH2, a 1295, 
1393, 1447, 1464 y 1481 cm-1. En la región de huella digital de las vibraciones C-H, 
aparecen las tensiones simétrica y antisimétrica de CH2 a 2850 y 2880 cm-1, así como las 
simétricas y antisimétricas de CH3 a 2930 y 2960, respectivamente. La forma de estas 
bandas que refleja el orden/desorden y la polaridad del entorno de las cadenas de 
alcano, mediante las relaciones de intensidad 2850/2880 y 2930/2850, 
respectivamente, muestran que no hay cambios significativos al pasar de CTAB libre al 
que se encuentra protegiendo al AuNT, lo que indicaría que la película de CTAB protege 
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a la nanopartícula, pero se encuentra adsorbida débilmente. Por último, se observa 
también la banda a 3040 cm-1 que surge de la tensión asimétrica NCH de las cadenas de 
los grupos trimetilamonio.12 
 
 
Figura 5. Espectros Raman de CTAB y AuNTs protegidos por CTAB. 
 
5.3.2. Caracterización de AuNTs mediante técnicas electroquímicas. 
Otra metodología empleada para comprobar la presencia de la capa de CTAB 
protegiendo los AuNTs es la voltamperometría cíclica. Para ello, se depositan unas gotas 
de AuNTs sobre la superficie del electrodo GC y se procede al registro del perfil 
electroquímico del electrodo recubierto de nanopartículas. Como puede observarse 
(Figura 6), aparecen los picos de oxidación y reducción de oro, superpuestos en el perfil 
del electrodo GC obtenido bajo las mismas condiciones experimentales.  




Figura 6. VCs de un electrodo de GC desnudo ( ) y modificado con CTAB-AuNTs () en 
disolución fosfato 50 mM a pH 7,4. 
 
Cabe destacar el hecho de que no se producen los picos que se describieron como 
debidos a la transición de fase en la bicapa de CTAB sobre la superficie del oro. Este 
hecho es una evidencia adicional de la presencia de una película de CTAB que presenta 
menor organización que en el caso de los AuNRs. 
5.3.3. Estudio de la estabilidad de AuNTs en función del pH. 
Con el objeto de comprobar la estabilidad de los AuNTs en disolución acuosa se ha 
llevado a cabo un estudio mediante espectroscopia UV-visible-NIR en función del pH del 
medio. El estudio comienza en la región de pH acido, donde los AuNTs son estables y, 
como se observa en la Figura 7, el espectro no cambia hasta que se alcanzan valores de 
pH cercanos a 10. A pH > 10, el espectro muestra una disminución de intensidad, así 
como un desplazamiento de la banda de plasmon superficial hacia el azul (Figura 8). 
Este desplazamiento de la banda hacia menores longitudes de onda se ha descrito 
en el caso de AuNRs como una interacción entre los nanomateriales según su región de 
mayor superficie (side-by-side) que da lugar a un acoplamiento y, por tanto, a un cambio 
en la longitud de onda de absorción.13, 14 En efecto, el análisis mediante microscopia de 
transmisión electrónica (TEM) de los AuNTs en esta zona de pH indica la presencia de 
este tipo de agregados, como se recoge en la Figura 9, donde se han podido observar 
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tanto apilamientos sobre la superficie como otros tipos en forma perpendicular a la 
misma. Por otra parte, la disminución de absorbancia estaría de acuerdo con una 
precipitación paulatina de los AuNTs conforme se van formando las pilas de mayor 
tamaño y se pierde la estabilidad de la dispersión. 
 
 
Figura 7. Espectros UV-visible-NIR de AuNTs en función del pH del medio. 
 
 
Figura 8. Variación de la absorbancia y longitud de onda del plasmon superficial de los AuNTs 
en función del pH. 
 






Figura 9. Micrografias TEM de la preparación de AuNTs a pH alcalino. Los recuadros en 
amarillo se han dibujado para ayudar a la visión de los apilamientos. 
 
5.3.4 Formación y caracterización del bioconjugado AuNT-Hb. 
Con el objeto de encontrar si la proteína Hb es capaz de interaccionar con estos 
nanomateriales de estructura en forma de prisma triangular, se ha llevado a cabo el 
estudio de la formación de los bioconjugados AuNT-Hb. 
Para ello, se pone en contacto la disolución de AuNTs con diferentes 
concentraciones de Hb. En la Figura 10, se recogen los espectros obtenidos al cambiar 
la concentración de proteína hasta un valor de 10 M. Asimismo, se muestran los 
espectros de la proteína en ausencia de AuNTs y los espectros de diferencia que se 
realizan poniendo en la cubeta de referencia la misma cantidad de Hb que en el 
bioconjugado o bien restando el espectro de Hb libre al del bioconjugado. Como puede 
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observarse, la banda del plasmon superficial no se desplaza en ningún sentido, aunque 
disminuye su absorbancia en presencia de la proteína. En cambio, se observan ciertos 
cambios en la región que coincide con las señales de Hb. En primer lugar, la banda Soret, 
que se observa a 405 nm cuando se encuentra libre en disolución, se desplaza a 412 nm 
cuando forma el bioconjugado. Esta es la razón por la que, en los espectros de diferencia 
se observan bandas positivas y negativas. A diferencia de lo que ocurre en el caso de 
MUA-AuNR-Hb, no se observan cambios en las bandas Q, tan solo una pequeña 
disminución de absorbancia en esa región con respecto a lo que se observa para la 
proteína libre.  
 
Figura 10. Estudio de la formación del bioconjugado AuNT-Hb. Espectros de (A) Bioconjugados, 
(B) proteína libre y (C) diferencia. 
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Para obtener información sobre la estabilidad de los AuNTs en presencia de la 
proteína, se lleva a cabo un estudio del bioconjugado en función del pH. El 
comportamiento observado, en principio, es similar al que se obtiene en ausencia de 
proteína. Se observa que la banda de plasmon superficial no cambia en un amplio 
intervalo de pH desde medio fuertemente acido hasta medio alcalino. Sin embargo, a 
diferencia de lo que ocurría en ese caso, el espectro del bioconjugado muestra un 
desplazamiento hacia el rojo a pH > 10 (Figuras 11 y 12). El cambio en la longitud de 
onda del plasmón hacia valores más altos se ha descrito que se debe a un tipo de 
interacción a través de los lados de la base del prisma.14 Esto daría lugar a un aumento 
en la relación de aspecto debido a la agregación lateral que podría deberse a la unión 
de las proteínas en las caras triangulares de las partículas evitándose así la agregación 
en la forma side-by-side que se produce en ausencia de proteínas.  
 
 
Figura 11. Espectros UV-visible-NIR de AuNT-Hb en función del pH. 
 
Como se muestra en la Figura 12, en la que se representan los valores de 
absorbancia y longitud de onda en función del pH, al alcanzarse el medio alcalino, la 
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absorbancia también disminuye como ocurría con los AuNTs, lo que de nuevo, debe 
adscribirse al aumento de tamaño de las partículas y su consiguiente precipitación.  
Se ha medido también la variación de la banda de Soret de Hb en el bioconjugado y 
se ha comparado en la Figura 13 con la variación de la proteína libre. Es interesante 
destacar que, en medio ácido, la banda Soret cambia a valores próximos a 410 nm y se 
mantiene a esos valores hasta alcanzar pH neutro y, a partir de este valor, la longitud de 
onda cambia abruptamente hasta los valores propios de la forma desnaturalizada que 
no se observa cuando la proteína está libre. Cabe pensar que, bajo estas condiciones, el 
bioconjugado precipita sin permitir que se libere la proteína. Aunque, en estas 
condiciones parece que las moléculas de CTAB no se encuentran adsorbidas 
fuertemente a la superficie de las nanopartículas, como ocurría en el caso de los AuNRs, 
no debe descartarse que el efecto observado se deba a la presencia de pequeñas 
concentraciones del surfactante en el medio y su interacción con la proteína Hb. 
 
 
Figura 12. Variación de la longitud de onda del plasmon superficial y de la absorbancia de los 
bioconjugados AuNT-Hb en función del pH. Para comparar el comportamiento, se ha incluido la 
variación correspondiente a los AuNTs en ausencia de proteína extraídos de la Figura 8. 
 




Figura 13. Variación de la longitud de onda de la banda Soret y su absorbancia en función del 
pH. Para su comparación, se ha incluido la variación de la proteína libre bajo las mismas 
condiciones experimentales. 
 
Como se muestra en la Figura 14, las micrografías TEM de los bioconjugados 
depositados sobre la rejilla en esta región de pH confirman el comportamiento descrito, 
dando lugar a interacciones laterales, en lugar del apilamiento observado cuando están 
los AuNTs libres bajo las mismas condiciones alcalinas. 
 
  
Figura 14. Micrografia TEM del bioconjugado AuNT-Hb en medio alcalino. 
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5.3.5. Caracterización de AuNT-Hb mediante espectroscopia Raman. 
Para realizar la caracterización mediante espectroscopia Raman del bioconjugado 
se procede como en el Capítulo 4. En la Figura 15 se muestra el espectro Raman tanto 
del bioconjugado como de la proteína libre, para su comparación.15, 16 
 
Figura 15. Espectros RR y SERRS. Las líneas verticales punteadas señalan las bandas 
marcadoras del estado de oxidación (roja), estado de espín (celeste) y estados de oxidación y 
espín (verde). 
 
El comportamiento observado es muy similar al encontrado con los AuNRs, 
pudiendo observarse tanto el efecto Raman de Resonancia debido a que se utiliza el 
láser de 535 nm para la excitación, como el efecto SERRS ya que la banda de plasmon 
superficial de los AuNTs es muy ancha y abarca estos valores de longitud de onda.  
Las vibraciones de porfirina incluyen las bandas marcadoras del estado de oxidación 
a 1378 y 1355 cm-1 para hemos férricos y ferrosos, respectivamente, además de otros 
modos de esqueleto como son las de 1639, 1554, 1391 y 1301 cm-1.17 Las bandas 
marcadoras de oxidación aparecen en el espectro de Hb a 1359 cm-1 indicando que se 
encuentra en estado de Hb(FeII) y algo similar ocurre en el caso del bioconjugado CTAB-
Capítulo 5. Nanoprismas triangulares de oro 
209 
 
AuNR-Hb. Sin embargo, el espectro de MUA-AuNR-Hb se mostraba un desplazamiento 
de esta banda hacia 1372 cm-1, lo que indicaba que se encuentra en estado Hb(FeIII). En 
el caso de AuNT-Hb, esta señal aparece a 1367 cm-1, por lo que cabría esperar que se 
encontrara fundamentalmente en forma oxidada.  Por otra parte, la banda a 1562 cm-1 
se ha asignado también al estado oxidado, observándose un desplazamiento hacia 
valores más bajos de energía para el estado reducido. No obstante, esta banda es menos 
útil como marcador de estado de oxidación ya que se encuentra solapada con otra 
cercana a 1555 en el caso de los derivados protohemo, como el que posee la Hb.17  
Las bandas marcadoras del estado de spin son las bandas a 1555 y 1585 cm-1, siendo 
ésta última la que se asigna al estado de bajo espín (LS) que es la que se observa en 
todos los casos en los espectros. Por último, las bandas a 1500 y 1640 cm-1 son sensibles 
tanto al estado de oxidación como al estado de espín, aunque con mucha menos 
precisión que las anteriores. A partir de este análisis se puede concluir que la Hb libre se 
encuentra en estado reducido (probablemente deoxi-Hb) y cuando forma el 
bioconjugado con los AuNTs se oxidaría estando en ambos casos en estado de LS. 
5.3.6. Caracterización de AuNTs mediante DLS. 
Otra técnica muy útil para el estudio de los nanomateriales tanto libres como 
formando los bioconjugados es la técnica de dispersión dinámica de luz (Dynamic Light 
Scattering, DLS). Esta tecnología permite, además de la determinación del tamaño 
hidrodinámico del nanomaterial, la medida del potencial Z.  
Las curvas de distribución de tamaño para nanopartículas asimétricas muestran, sin 
embargo, detalles que están ausentes en el caso de las nanopartículas esféricas. En este 
caso, las curvas exhiben dos picos de distribución de tamaños, uno a grandes y otro a 
valores muy pequeños de tamaño que han hecho que, en ocasiones, estos últimos se 
interpreten como picos debidos a impurezas presentes en el medio y se pase por alto su 
significado real. La explicación del origen de estos picos viene del hecho de que DLS 
obtiene información sobre el tamaño de partícula midiendo el coeficiente de difusión. 
Es por esta razón que el tamaño obtenido se denomina hidrodinámico. El coeficiente de 
difusión de una nanopartícula depende de su masa, pero además, de su forma y su 
química superficial, ya que estos parámetros afectan a las interacciones partícula-
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disolvente y, por tanto, al movimiento Browniano de las mismas. Teniendo esto en 
cuenta, los resultados que se observan deben interpretarse que se deben a que la 
nanopartícula anisotrópica tiene el mismo coeficiente de difusión que el de una esférica 
con un diámetro hidrodinámico igual al de la distribución encontrada. Por otra parte, el 
pico de distribución que se obtiene a valores de tamaño pequeños representaría el 
coeficiente de difusión rotacional de la partícula anisotrópica.18-21 Por tanto, los 
resultados que se obtienen en las medidas DLS de nanopartículas anisotrópicas no son 
distribuciones de tamaño real y no se corresponden con las dimensiones de longitud ni 
espesor de la nanopartícula. En la Figura 16 se muestran los picos de distribución de 
tamaños como porcentajes de intensidad, obtenidos para los AuNTs y el bioconjugado 
AuNT-Hb a dos valores de pH diferentes.  
 
 
Figura 16. Distribución de tamaños obtenidos como porcentajes de intensidad para AuNTs y 
AuNT-Hb a diferentes pH. 
 
En el caso de AuNTs se obtienen señales similares independientemente del valor de 
pH de medida. Se observan, no obstante, dos picos a 12 nm y 95 nm que deben tomarse 
como medidas de los coeficientes de difusión rotacional y translacional de una partícula 
esférica de esos diámetros, respectivamente.  
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Es interesante destacar que, aunque la técnica no permita determinar el tamaño 
exacto de los AuNTs, aún sigue siendo válida para comprobar la interacción con 
proteínas y la formación de los bioconjugados. En efecto, en la Figura 16 se observa que, 
en el caso de los bioconjugados se obtienen picos con distribución de tamaños 
diferentes al caso de AuNTs. Así, a pH 8, se observan dos picos a 14 nm y 102 nm que 
darían cuenta de la presencia de la corona de proteínas rodeando a las nanopartículas. 
En cambio, a pH 10.3, se observa un solo pico a 470 nm, un valor de tamaño mucho 
mayor que debe corresponder a un agregado de AuNT-Hb que se forma bajo esas 
condiciones experimentales. 
Estos estudios se han llevado a cabo como una valoración en función del pH, como 
se recoge en la Figura 17. De acuerdo con lo observado con espectroscopia UV-visible-
NIR, los bioconjugados, al igual que los AuNTs libres se mantienen dispersos en 
disolución y, como se ve en la medida del tamaño hidrodinámico, aislados. A partir de 
pH 10 se empieza a observar un aumento drástico del tamaño, que es mucho más 
acusado en el caso del bioconjugado. Este hecho está de acuerdo con la forma de 
asociarse descrita anteriormente a partir de los resultados de espectroscopía UV-visible-
NIR y TEM. Así, la unión side-by-side afecta en menor medida a los coeficientes de 
difusión, mientras que la interacción end-to-end comienza a influir este parámetro de 
forma más importante. Lo que se observa en la Figura 17 es, por tanto, un resultado 
aparente, ya que el cambio abrupto de tamaño en el bioconjugado debe estar más 
relacionado con la forma del agregado que con su masa.  
Las medidas de potencial Zeta están de acuerdo con la presencia de carga superficial 
positiva en medio ácido tanto para los AuNTs, como para los bioconjugados y para la 
propia proteína Hb. En el caso de la proteína, el potencial disminuye de forma 
importante marcando un punto de inflexión en torno a pH 6.4, próximo al valor del 
punto isoeléctrico de Hb. Los AuNTs mantienen el potencial superficial positivo en un 
amplio intervalo de pH. Este valor positivo viene de la modificación superficial con CTAB 
y, solo al alcanzar valores de pH alcalino, el potencial comienza a disminuir. Esta 
disminución de potencial, aunque no llega al valor cero, debe ser la causante de la 
agregación observada. En el caso del bioconjugado, se produce también una 
disminución del potencial zeta llegando a un valor nulo cuando el pH es 10.8. Este valor 
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coincide con el aumento brusco del tamaño de los agregados y con la inflexión 
observada en la variación de la absorbancia y de la longitud de onda del plasmon 
superficial obtenida mediante espectroscopia UV-visible-NIR (Figura 12). Es interesante 
destacar que, la presencia de los AuNTs cambia en varias unidades de pH ( 4 a 5 




Figura 17. Medidas de (izquierda) tamaño de partículas mediante DLS y (derecha) Potencial Z 
en función del pH. 
 
5.3.7. Estabilidad del bioconjugado AuNT-Hb en función de la temperatura. 
Con el objeto de obtener más información sobre la estabilidad de la proteína 
cuando forma parte de la corona que protege al AuNT, se ha llevado a cabo un estudio 
en función de la temperatura. Para ello se realiza un estudio mediante espectroscopia 
UV-visible-NIR mientras se cambia la temperatura en forma continua desde 15 a 95 °C. 
El experimento se lleva a cabo tanto con la proteína libre como con el bioconjugado. En 
la Figura 18 se muestran los espectros obtenidos para Hb (parte superior), al aumentar 
la temperatura registrándose los espectros a intervalos de 5 °C, hasta llegar a 95 °C y, en 
la parte inferior, se muestran los espectros obtenidos durante la rampa de bajada desde 
95 a 15 °C. Asimismo, se muestran las variaciones de absorbancia y longitud de onda de 
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la banda Soret de la proteína. Como puede observarse, la banda Soret se encuentra a 
405 nm a temperatura ambiente y se desplaza hasta 411 nm al aumentar esta variable 
mostrando una inflexión a 79 °C. Al mismo tiempo, se produce una disminución de la 
absorbancia que describe un comportamiento similar, siendo en este caso la inflexión 
en torno a 66 °C. Cuando se somete a la proteína a la rampa de temperatura en sentido 
descendente se produce un aumento de la absorbancia junto con un desplazamiento de 
la longitud de onda hacia valores más bajos, aunque no se llegan a obtener los valores 
de partida. Debe concluirse que la proteína trata de recuperar su estructura, 
obteniéndose la inflexión a un valor similar de temperatura, pero el cambio de 
conformación que se ha producido no es totalmente reversible, ya que no se recupera 
el valor de la longitud de onda de la banda Soret a 405 nm ni el valor de absorbancia 
inicial.   
 
Figura 18. Estudio de la estabilidad de la proteína Hb en función de la temperatura mediante 
espectroscopia UV-visible-NIR. Cambios en la longitud de onda y absorbancia de la banda Soret 
en función de la temperatura. 
 




Figura 19. Estudio de la estabilidad del bioconjugado AuNT-Hb en función de la temperatura 
mediante espectroscopia UV-visible-NIR. Cambios en la longitud de onda y absorbancia de la 
banda Soret en función de la temperatura. 
 
Se ha realizado un estudio en función de la temperatura, bajo las mismas 
condiciones experimentales usadas para la proteína libre, en presencia de los AuNTs, es 
decir, después de formar el bioconjugado. Como se observa en la Figura 19, la banda del 
plasmon superficial no cambia al pasar de 15 a 95 °C. Sin embargo, pueden detectarse 
algunos cambios en la región de la banda Soret de la proteína. Se ha determinado la 
variación tanto de la longitud de onda como de la absorbancia de esta banda y su 
comportamiento frente al pH se muestra también en la Figura 19. Hay que recordar que, 
cuando se forma el bioconjugado, la banda Soret cambia a 411 nm. Ahora, al aumentar 
la temperatura, se produce un desplazamiento al azul, aunque esta variación tiene una 
tendencia suave que no llega a tener la forma sigmoidal típica de estos procesos. 
Igualmente ocurre con la variación de la absorbancia en función de la temperatura. No 
obstante, lo más interesante es que la banda se recupera totalmente al invertir esta 
variable y alcanzar de nuevo los 15 °C. En la Figura 20 se muestran los espectros 
obtenidos en el estado inicial de temperatura ambiente, alta temperatura y de nuevo la 
temperatura ambiente. Está claro que el bioconjugado recupera su estado inicial al 
invertir la temperatura. Por otra parte, se pueden intuir los cambios que se producen en 
las bandas Q como consecuencia del cambio en el entorno del grupo hemo. Así, se 
observa que las bandas a 530 y 560 nm que acompañan a la banda Soret a 411 nm, 
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cambian hasta 625 nm a alta temperatura en paralelo con el desplazamiento de la banda 
Soret a 400 nm (Figura 21). Estos espectros muestran un punto isobéstico a 585 nm 
indicando la existencia de un intercambio de especies bajo estas condiciones 
experimentales. Al igual que ocurre con el resto de los detalles en los espectros este 
cambio es totalmente reversible como queda reflejado en el insert de la Figura 20. 
 
Figura 20. Espectros del bioconjugado AuNT-Hb a las temperaturas inicial, máxima y final en el 
experimento de rampa de temperatura. Insert: detalle de las bandas Q. 
 
 
Figura 21. Detalle de las bandas Q de los espectros mostrados en la Figura 19 en función de la 
temperatura. 
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Por tanto, puede concluirse que la proteína Hb adquiere una conformación cuando 
forma el bioconjugado con los AuNTs que soporta cambios con la temperatura de forma 
reversible que no es capaz de soportarlos en su forma libre. 
5.3.8. Estudio de la transferencia electrónica de los bioconjugados. 
En esta última sección se describe el comportamiento electroquímico de los 
bioconjugados AuNT-Hb. Para este estudio, se sigue el mismo procedimiento empleado 
en los Capítulos 3 y 4, con las AuNPs y AuNRs. Así, una vez formado el bioconjugado, se 
depositan varias gotas (3 L) de la disolución sobre un electrodo de carbón vitrificado 
(GC) y, una vez evaporado el disolvente, se cubre con una película delgada de Nafion y 
se procede a las medidas electroquímicas. 
Los VCs obtenidos a diferentes velocidades de barrido se muestran en la Figura 22. 
Como puede observarse, la proteína sufre un proceso redox típico, al igual que ocurría 
con las otras nanopartículas de oro, pero hay que destacar que en este caso los picos 
anódico y catódico quedan mejor definidos que en los casos anteriores. En los VCs a baja 
velocidad de barrido se observan los picos anódico y catódico a -0.24 y -0.29 V, 
respectivamente. El valor de E1/2 es, por tanto, -0.26 V, siendo este valor más alto que 
en el caso de AuNP-Hb y CTAB-, MUA-AuNR-Hb que mostraban valores de -0.37, -0.31 y 
-0.35 V, respectivamente. 
 
Figura 22. VCs del bioconjugado AuNT-HB a diferentes velocidades de barrido. 
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La forma de los VCs indica que los procesos redox que se observan tienen lugar en 
la superficie del electrodo. No obstante, se ha llevado a cabo el análisis de la corriente 
de los picos anódico y catódico, observándose que ambos son proporcionales a la 
velocidad de barrido, de acuerdo con la ecuación (1) del Capítulo 3. Asimismo, la 
representación logarítmica muestra pendientes cercanas a la unidad, de nuevo, 
confirmando esta hipótesis.  
 
Figura 23. Representación de la corriente de los picos anódico y catódico de los VCs de la Figura 
22 en función de la velocidad de barrido. 
 
 
Figura 24. Representación logarítmica de la corriente de los picos anódico y catódico de los VCs 
de la Figura 21 en función de la velocidad de barrido. 
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La mayor definición de los picos voltamperométricos ha permitido llevar a cabo una 
sustracción de la corriente de carga tanto para la traza anódica como para la catódica. 
Los registros obtenidos se muestran en la Figura 25. De esta forma se ha podido 
determinar de forma precisa tanto las densidades de carga involucradas en el proceso 
como la semianchura de los picos anódico y catódico. Los resultados se recogen en la 
Figura 26. 
 
Figura 25. CVs del bioconjugado AuNT-Hb, mostrados en la Figura 21, después de sustraer la 
corriente de carga. 
 
En el presente caso, no se conoce el coeficiente de extinción molar de los AuNTs y, 
por otra parte, la muestra es bastante polidispersa. Para que el experimento realizado 
con los AuNTs sea de alguna manera comparable a los realizados con AuNRs y AuNPs, 
se ha utilizado una disolución con una absorbancia en la región del plasmon superficial 
similar a la usada con estas nanopartículas. Por otra parte, se ha añadido la misma 
concentración y volumen de proteína. De esta manera, se puede determinar que la 
carga máxima que podría obtenerse, si todas las moléculas de Hb añadidas pudieran ser 
electroactivas es de 15 C. Esta cantidad de carga es mucho mayor que la que se obtiene 
en cualquiera de los experimentos realizados. Por tanto, lo que puede concluirse a partir 
de la carga medida en el presente experimento es que es del orden de la que se obtiene 
en el caso de las nanopartículas con otras formas y tamaños.  
 




Figura 26. Representación de la anchura a la mitad de la altura (W) y la carga involucrada en 
los procesos de oxidación (azul) y reducción (rojo) del bioconjugado AuNT-Hb. 
 
Así, en la Figura 26, se puede también observar que la anchura media de los picos 
de los VCs es mayor que la teórica para un proceso monoelectrónico confinado en la 
superficie (90.6 mV) y que en los  Capítulos 3 y 4 se ha explicado que es una consecuencia 
de la distribución espacial de los centros redox en multicapas que rodean a la 
nanopartícula, 22 o bien como consecuencia de una población heterogénea de proteínas 
adsorbidas de manera no uniforme que da lugar a diferentes entornos de adsorción y, 
por tanto, una distribución de estados redox diferentes. 23-25 Por tanto, cabe pensar que, 
bajo las condiciones experimentales del presente caso, se da el mismo patrón que en 
los casos estudiados en los capítulos anteriores. Aunque a altas velocidades de barrido, 
se obtiene un valor similar de las cargas catódica y anódica, en el intervalo de bajas 
velocidades (v < 1V/s) las cargas de reducción son prácticamente el doble que las de 
oxidación.  
Ya que el mecanismo de transferencia de carga involucra la transferencia 
electrónica directa entre el electrodo y el sitio redox y que la propagación de la reacción 
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redox dentro de la película y más allá de la distancia túnel desde el electrodo requiere 
el intercambio de electrones entre sitios vecinos, se puede observar, bajo las 
condiciones de este trabajo un evento de “electron hopping”.26 De esta forma, las 
velocidades de transporte y transferencia de carga y su dependencia con las variables 
experimentales no pueden extrapolarse al caso de multicapas ordenadas que exhiben 
la capacidad de controlar la naturaleza y la carga de las capas y, ya que el modelo de 
Laviron 22, 27 trata centros redox localizados en planos bien definidos, se ha propuesto 
un modelo 26 que permite que el potencial varíe con la distancia del centro redox a la 
superficie del electrodo. Se observa que la diferencia de potencial entre los picos de 
oxidación y reducción (Eo) a bajas velocidades de barrido no es cero, sino que alcanza 
un valor constante a unos 58 mV, muy cerca del valor esperado para un sistema 
controlado por difusión. Este fenómeno se observa cuando la difusión puede penetrar 
solo el primer plano y, por tanto, a velocidades mayores, se restaura el comportamiento 
de capa delgada. Cuando la transferencia de carga es más lenta que el transporte de 
carga, el primer proceso enmascara la separación de picos y no permite observar el 
fenómeno difusivo. Como se muestra en la Figura 27, a bajas velocidades de barrido (v 
< 5 V/s), se obtienen el comportamiento descrito, encontrándose una separación entre 
los picos en torno a los 58 mV. Es de destacar que las tendencias de los potenciales de 
oxidación y reducción se vuelven asimétricas a altas velocidades. Esta asimetría viene 
dictada por la tendencia del potencial de pico que también varía con la velocidad.  
En la Figura 28 se muestra la variación de los potenciales anódico y catódico, una vez 
que se elimina la contribución de Eo, y se recupera la simetría de las ramas, como acaba 
de comentarse. Utilizando las ecuaciones (4) y (6) del Capítulo 3, se puede determinar 
un valor de  = 0.46 y ks = 333.8 s-1. Es de destacar el mayor valor de la constate de 
transferencia de carga obtenido bajo estas condiciones experimentales para el 
bioconjugado AuNT-Hb. 




Figura 27. Variación de los potenciales de pico catódico y anódico y del potencial de onda 
media de los bioconjugados en función del logaritmo de la velocidad de barrido. 
 
 
Figura 28. Variación de los potenciales de pico (después de sustraer el potencial de onda 
media) en función del logaritmo de la velocidad de barrido. 
 
Por último, se ha comprobado la capacidad catalítica del bioconjugado frente a la 
reducción de H2O2. En la Figura 29 se muestra el efecto de la adición de sustrato en el 
voltamperograma de AuNT-Hb. Se observa, como es de esperar, la disminución del pico 
anódico a la vez que la señal catalítica aumenta en forma proporcional a la 
concentración de H2O2. 




Figura 28. Efecto de la adición de concentraciones crecientes de H2O2 a una disolución tampón 
de fosfato 50 mM a pH 7.4 con un electrodo de carbono vítreo en el que se ha depositado el 
bioconjugado AuNT-Hb. 
 
El análisis de la corriente de reducción de H2O2 mediante la ecuación de Lineawer-
Burk permite determinar un valor de Imax = 4.6 A y KM = 0. 97 mM. Este valor de KM es 
menor que los obtenidos con los otros bioconjugados poniendo de manifiesto que la 
forma de prisma triangular imprime un mayor efecto catalítico al bioconjugado.  
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1. Las metodologías de síntesis empleadas en este trabajo están basadas en la reducción 
de ácido tetracloroaúrico con reductores suaves tales como aniones citrato, ácido 
ascórbico y tiosulfato sódico. La naturaleza del agente reductor, así como la presencia 
o no de surfactantes en el medio de reacción son el punto clave para dirigir hacia la 
obtención de determinadas formas y tamaños en el material resultante. Las NPs 
esféricas y cilíndricas se obtienen en forma monodispersa mientras que las que 
adquieren morfología de prisma triangular precisan de un paso posterior de 
separación de semillas. 
 
2. Los AuNRs prístinos están protegidos por una bicapa de CTAB fuertemente adherida 
a la superficie. Esta bicapa se forma durante la fase de crecimiento de los 
nanocilindros y, como pone de manifiesto la espectroscopia Raman, interaccionan 
con la superficie del oro a través de las cabezas de tetrametil amonio actuando los 
aniones bromuro como puntos de unión entre los átomos de oro y los grupos 
tetrametil amonio cargados positivamente. La ausencia de esta señal en el espectro 
Raman de los AuNTs que se han sometido a depleción con CTAB pone de manifiesto 
que, en este caso, la capa protectora es de distinta naturaleza estructural. Otra 
evidencia en el mismo sentido viene del comportamiento electroquímico. En el caso 
de los AuNRs crecidos en presencia de CTAB se observa un fenómeno de transición 
de fase desde una estructura ordenada a otra desordenada. De nuevo, esta transición 
no se produce en los AuNTs, apuntando a la ausencia de estructura en forma de 
bicapa en este caso. 
 
3. El intercambio de ligandos en AuNPs se produce de forma eficiente cuando se usan 
mercaptoderivados como MP o MUA. La presencia de estas capas moleculares en 
forma de monocapas autoensambladas confieren una nueva identidad a las AuNPs y 
ello queda plasmado en su estabilidad en disoluciones acuosas.  
 
El intercambio de ligandos en AuNRs es más complejo. Las condiciones 
experimentales son ahora más demandantes y ello es consecuencia de la presencia 
de la bicapa de CTAB que se encuentra fuertemente adsorbida y estrechamente 
empaquetada sobre la superficie de los AuNRs. No obstante, se ha conseguido un 
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intercambio efectivo con los ácidos MUA y MHDA. La prueba de esta eficacia viene 
de los resultados obtenidos mediante espectroscopias XPS y Raman que indican la 
ausencia de bromuro sobre la superficie de los NRs así como la presencia de otras 
señales debidas a los nuevos componentes. Otras evidencias vienen de resultados de 
espectroscopia IR y electroquímicos. 
 
4. Los AuNRs modificados con MUA o MHDA muestran un comportamiento 
característico en disoluciones acuosas que deriva del propio procedimiento de 
intercambio y de la estructura de las moléculas que se intercambian. Así, a pesar de 
la diálisis exhaustiva y de los pasos precipitación-redispersión, las moléculas de MUA 
y MHDA quedan adheridas e interdigitadas, respectivamente, en las monocapas 
autoensambladas formadas sobre el oro. Esta disposición de las moléculas se 
manifiesta en un comportamiento distinto en función del pH de la disolución lo que 
se evidencia también mediante microscopía TEM que indica que, mientras que los 
MUA-AuNRs se ensamblan en conformación end-to-end, probablemente mediante 
asociación por enlaces de H, los MHDA-AuNRs lo hacen en conformación side-by-side. 
En el caso de los AuNTs, se observa un comportamiento en disolución similar al 
obtenido con CTAB-AuNRs. Además, mediante microscopía TEM se observa una 
preferencia por el ensamblado mediante apilamiento en forma side-by-side, en 
medios alcalinos. 
 
5. La formación de bioconjugados con la proteína Hb se ha observado con todos los NMs 
estudiados. La formación del bioconjugado se evidencia por los pequeños 
desplazamientos que se producen en las bandas LSPR debido a los cambios en el 
índice de refracción de las capas que rodean al NM, en este caso, la corona de 
proteínas.  
 
En el caso de las AuNPs, el comportamiento de los bioconjugados en disoluciones de 
diferente pH es similar e independiente de la capa protectora de la nanopartícula, ya 
sean aniones citrato, MP o MUA. Sin embargo, la estructura de la proteína, en lo que 
respecta al entorno próximo al grupo hemo, presenta algunos cambios, lo que estaría 
relacionado con la adopción de diferentes orientaciones, en función de la naturaleza 
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química de la monocapa protectora. En medio alcalino, los bioconjugados AuNP-Hb 
poseen un potencial Z negativo, al igual que las AuNPs y la propia Hb. El valor de pI 
del bioconjugado se encuentra entre los de las AuNPs y la Hb. Hay que señalar que 
los fenómenos de desestabilización observados mediante diferentes técnicas 
consisten en la formación de agregados, lo que se pone de manifiesto mediante DLS. 
El fenómeno de agregación se ha observado también mediante espectroscopia ATR-
IR, observándose la aparición de efecto SEIRAS. Además, el análisis de la banda amida 
I de la proteína pone de manifiesto que la formación de agregados va acompañada 
de una disminución del contenido de estructura -hélice en paralelo con un aumento 
de estructura de lámina- y del componente A1 que se relaciona con las interacciones 
intermoleculares. Puede concluirse que, en el estado agregado, las interacciones 
intermoleculares aumentan y desestabilizan, en cierta medida, la estructura -hélice 
de la proteína Hb.  
 
Los bioconjugados formados con AuNRs presentan una alta estabilidad en medios 
acuosos, en particular en medio neutro y débilmente acido o alcalino. En el caso de 
CTAB-AuNR-Hb, en medio fuertemente ácido, se observa una tendencia a la 
asociación end-to-end sin precipitación. En medio alcalino se produce una 
desestabilización similar a la que sufre el AuNR en ausencia de proteína, lo que 
indicaría la desorción de ésta bajo estas condiciones. Además, los cambios 
observados en la banda Soret apuntan a que se produce la desnaturalización de la 
proteína, probablemente debido a la presencia de CTAB a una concentración mayor 
que su concentración micelar crítica.  El bioconjugado MUA-AuNR-Hb muestra 
algunas diferencias significativas. En particular, la banda Soret se desplaza a los 
valores propios de la especie hemicromo (411 nm) al formarse el bioconjugado y 
ocurre en paralelo con la aparición de bandas a 537 y 560 nm. Este comportamiento, 
que se observa en la proteína nativa a pH > 10, se produce en el bioconjugado desde 
medio neutro, adelantándose por más de dos unidades de pH. Los espectros Raman 
de los bioconjugados muestran los fenómenos de resonancia y SERS. De esta forma, 
se han podido observar las señales conocidas como marcadores del estado de 
oxidación, que indican que el Fe hémico en CTAB-AuNR-Hb, se encuentra en estado 
de Fe(II), al igual que en la proteína libre, mientras que en el caso de MUA-AuNR-Hb, 
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se encontraría en su estado oxidado Fe(III). En cuanto al estado de espín, las bandas 
marcadoras indican que, en ambos casos, el Fe hémico se encontraría en estado de 
bajo espín.   
 
Los bioconjugados formados con AuNTs provocan también un cambio en la Hb hacia 
la especie hemicromo al producirse la interacción. A diferencia de lo que ocurría con 
CTAB-AuNR-Hb, los cambios observados en la estabilidad en medio alcalino no se 
corresponderían con la desorción de la proteína sino con la asociación de los 
bioconjugados en forma side-by-side, como se pone de manifiesto mediante 
microscopia TEM. Por otra parte, la especie que se encuentra formando el 
bioconjugado es la especie oxidada Fe(III) en su forma de bajo espín, como se ha 
observado en espectroscopia Raman. La gran estabilidad de los AuNTs y de los 
bioconjugados que forman se ha observado también mediante DLS. La combinación 
de estos resultados con los de espectroscopia UV-visible-NIR permiten corroborar la 
agregación en medio alcalino en las formas side-by-side y end-to-end, para los AuNTs 
y los AuNT-Hb, respectivamente, y concluir que esta última forma de ensamblaje 
conduce a mayores valores de diámetros hidrodinámicos que la primera y mayor 
efecto en la agregación. Por último, el bioconjugado AuNT-Hb resiste altas 
temperaturas sin sufrir agregación y, mucho más interesante, provoca que los 
cambios que se producen en la proteína que forma el bioconjugado sean reversibles, 
a diferencia de lo que ocurre con la Hb libre que sufre una transición conformacional 
a 70 °C que conduce a un estado que no es capaz de recuperarse totalmente al 
invertir la temperatura. 
 
6. La presencia del NM en el entorno de la proteína Hb le confiere electroactividad, en 
contraste con lo que ocurre con la proteína libre. Los estudios realizados para 
caracterizar la respuesta electroquímica mediante voltamperometría cíclica señalan 
que el proceso se separa del comportamiento ideal mostrando picos anódicos y 
catódicos con semianchuras en torno a 200 mV. Este hecho se explicaría por la 
presencia de diferentes microentornos en las proteínas que forman la corona además 
de la propia complejidad de la propia Hb que consta de 4 monómeros, cada uno con 
su grupo hemo que es la especie electroactiva. Del comportamiento observado, a 
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partir de los cambios en la carga involucrada en los procesos electroquímicos frente 
a la velocidad de barrido, se deduce que la presencia de multicapas formando la 
corona proteica provoca que, a bajas velocidades, puedan experimentar el proceso 
redox una mayor cantidad de grupos, mientras que, a altas velocidades, solo se 
produce el intercambio con las capas más próximas al núcleo metálico. Por otra parte, 
en todos los casos estudiados se obtiene una separación de los potenciales anódico 
y catódico en torno a 60 mV, a bajas velocidades de barrido, que estaría relacionado 
con las limitaciones en el transporte de carga, de acuerdo con un sistema controlado 
por difusión. Se supone que, en el límite de baja velocidad de barrido, la técnica de 
voltamperometría cíclica sondea los sitios redox y el potencial obtenido es un 
promedio de todos los valores de potencial en los diferentes microentornos de la 
película. En cambio, a alta velocidad, solo se sondean los sitios adyacentes al núcleo 
metálico y son los únicos que contribuyen al valor de potencial. Usando el método de 
Laviron se pueden determinar las constantes de velocidad del proceso de 
transferencia electrónica. Por último, la capacidad de transferencia electrónica de los 
bioconjugados permite su uso en ensayos de bioelectrocatálisis, en particular, frente 
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1. The synthesis methodologies used in this work are based on the reduction of 
tetrachloroauric acid with mild reducers such as citrate anions, ascorbic acid and 
sodium thiosulfate. The nature of the reducing agent, as well as the presence or not 
of surfactants in the reaction medium are the key point to lead towards obtaining 
certain shapes and sizes in the resulting material. Spherical and cylindrical NPs are 
obtained in monodisperse form whereas those that acquire triangular prism 
morphology require a posterior step of seed separation. 
 
2. The pristine AuNRs are protected by a bilayer of CTAB strongly adhered to the 
surface. This bilayer is formed during the growth phase of the nanocylinders and, as 
the Raman spectroscopy reveals, they interact with the surface of the gold through 
the heads of ammonium tetramethyl acting the bromide anions as binding points 
between gold atoms and ammonium tetramethyl groups positively charged. The 
absence of this signal in the Raman spectrum of the AuNTs that have undergone 
depletion with CTAB shows that, in this case, the protective layer is of different 
structural nature. Another evidence in the same direction comes from 
electrochemical behavior. In the case of AuNRs grown in the presence of CTAB , a 
phase transition phenomenon is observed from an ordered structure to another 
disordered. Again, this transition does not occur in the AuNTs, pointing to the 
absence of a bilayer structure in this case. 
 
3. The exchange of ligands in AuNPs is produced efficiently when using 
mercaptoderivates as MP or MUA. The presence of these molecular layers in the form 
of self-assembled monolayers confers a new identity on the AuNPs and this is 
reflected in their stability in aqueous solutions. 
 
The exchange of ligands in AuNRs is more complex. The experimental conditions are 
now more demanding and this is the result of the presence of the bilayer of CTAB 
that is strongly adsorbed and closely packed on the surface of the AuNRs. However, 
an effective exchange has been achieved with the acids MUA and MHDA. The test of 
this efficacy comes from the results obtained by XPS  and Raman spectroscopies that 
indicate the absence of bromide on the surface of the NRs as well as the presence of 
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other signals due to the new components. Other evidences come from results of IR 
spectroscopy and electrochemical techniques. 
 
4. The AuNRs modified with MUA or MHDA show a characteristic behavior in aqueous 
solutions that derives from the procedure of exchange and the structure of the 
molecules that are exchanged. Thus, in spite of the exhaustive dialysis and the 
precipitation-redispersion steps, the molecules of MUA and MHDA remain adhered 
and intertyped, respectively, in the self-assembled monolayers formed on the gold. 
This disposition of the molecules manifests itself in a different behavior depending 
on the pH of the solution which is also evidenced by TEM microscopy indicating that, 
while the MUA-AuNRs are assembled in an end-to-end conformation, probably by H-
bond associations, the MHDA-AuNRs make it in a side-by-side conformation. In the 
case of AuNTs, the observed behavior in solution similar to that obtained with CTAB-
AuNRs. In addition, a preference is observed by TEM microscopy, for the assembly 
through a side-by-side stacking in alkaline media. 
 
5. The formation of bioconjugates with the protein Hb has been observed with all the 
NMs studied. The formation of the bioconjugates is evidenced by the small 
displacements that occur in the LSPR bands due to changes in the refractive index of 
the layers that surround the NM, in this case, the protein corona . 
 
In the case of the AuNPs, the behavior of the bioconjugates in solutions of different 
pH is similar and independent of the protective layer of the nanoparticle, whether 
anions citrate, MP or MUA. However, the structure of the protein, in particular, in the 
environment near the heme group, presents some changes, which would be related 
to the adoption of different orientations, depending on the chemical nature of the 
protective monolayer. In alkaline medium, the bioconjugate AuNP-Hb have a 
negative Z-potential, as well as the AuNPs and the Hb itself. The pI value of the 
bioconjugate is found between the AuNPs and Hb. It should be noted that the 
phenomena of destabilization observed by different techniques consist in the 
formation of aggregates, which is revealed by DLS. The aggregation phenomenon has 
also been observed through ATR-IR spectroscopy, showing the appearance of SEIRAS 
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effect. In addition, the analysis of amide-I band of the protein shows that the 
formation of aggregates is accompanied by a decrease in the -helix structure 
content in parallel with an increase in -sheet structure and the component A1 that 
relates to intermolecular interactions. It can be concluded that, in the aggregate 
state, intermolecular interactions increase and destabilize, to some extent, the -
helix structure of the Hb protein. 
 
The bioconjugates formed with AuNRs present a high stability in aqueous media, 
particularly in neutral and weakly acidic or alkaline medium. In the case of CTAB-
AuNR-Hb, in a strongly acidic medium, a tendency to end-to-end association is 
observed without precipitation. In alkaline medium there is a destabilization similar 
to that suffered by AuNR in the absence of protein, which would indicate the 
desorption under these conditions. In addition, the changes observed in the Soret 
band point to the denaturation of the protein, probably due to the presence of CTAB 
to a greater concentration than that of  its critical micelle concentration.  The 
bioconjugated MUA-AuNR-Hb shows some significant differences. In particular, the 
Soret band moves to the wavelength of the hemichrome species (411 nm) when the 
bioconjugate is formed and occurs in parallel with the appearance of bands at 537 
and 560 nm. This behavior, observed in the native protein at pH > 10, is produced in 
the bioconjugates from a neutral medium, ahead of more than two pH units. The 
Raman spectra of the bioconjugates show the phenomena of resonance and SERS. In 
this way, it has been possible to observe the signals known as markers of the state of 
oxidation, that indicate that hemic Fe in CTAB-AuNR-Hb, is in state of Fe (II), like in 
the free protein, whereas in the case of MUA-AuNR-Hb, one would find in oxidize 
state, as Fe (III). As for the spin state, the marker bands indicate that, in both cases, 
the hemic Fe would be in low-spin state.   
 
Bioconjugates formed with AuNTs also provoke a change in Hb towards the 
hemichrome species when the interaction occurs. Unlike what happened with CTAB-
AuNR-Hb, the changes observed in the stability in alkaline medium would not 
correspond with the desorption of the protein but with the association of the 
bioconjugates in a side-by-side form, as revealed by TEM microscopy. On the other 
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hand, the species that is forming the bioconjugate is the oxidized species Fe (III) in its 
low spin form, as it has been observed by Raman spectroscopy. The great stability of 
the AuNTs and the bioconjugate forms has also been observed by DLS. The 
combination of these results with those of UV-Visible-NIR spectroscopy allow to 
corroborate the aggregation in alkaline medium in the side-by-side and end-to-end 
forms, for the AuNTs and AuNT-Hb, respectively, and to conclude that this latter form 
of assembly leads to higher values of hydrodynamic diameters than the first one and 
this provokes a greater effect on aggregation. Finally, the bioconjugated AuNT-Hb 
resists high temperatures without suffering aggregation and, much more interesting, 
the changes that occur in the protein that forms the bioconjugate are reversible, 
unlike what happens with free Hb that suffers a conformational transition at 70 °C 
leading to a state that is not able to completely recover by reversing the temperature. 
 
6. The presence of NMs in the Hb protein environment confers electroactivity, in 
contrast to what happens with the free protein. The studies carried out to 
characterize the electrochemical response by cyclic voltammetry indicate that the 
process is separated from the ideal behavior showing anodic and cathodic peaks with 
half-widths of around 200 mV. This fact would be explained by the presence of 
different microenvironments in the proteins that form the corona in addition to the 
very complexity of the Hb structure itself consisting of 4 monomers, each one with 
an heme group which is the electroactive species. From the observed behavior in the 
changes in the charge involved in electrochemical processes as a function of the scan 
rate, it is deduced that the presence of multilayers forming the protein corona causes 
that at low scan rates, the redox process can reach a greater number of groups, while 
at high speeds only the exchange with the layers closest to the metal nuclei occurs. 
On the other hand, in all the cases studied, we obtain a separation of the anodic and 
cathodic potentials of around 60 mV, at low scan rates, that would be related to the 
limitations in the transport of charge, according to a diffusion-controlled system. It is 
assumed that, in the low scanning speed limit, the cyclic voltammetry probes the 
redox sites and the potential obtained is an average of all the potential values in the 
different microenvironments of the film. On the other hand, at high speed, only the 
sites adjacent to the metal nuclei are probed and are the only ones that contribute 
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to the potential value. Using the Laviron’s method, the electron transfer rate 
constants can be determined. Finally, the electron transfer ability of the 
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